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1. Einleitung 
 
Die Transplantation solider Organe bietet bei verschiedenen Erkrankungen im 
Terminalstadium häufig die einzige verbleibende Therapieoption. Verbesserte Operations- 
und Konservierungstechniken und nicht zuletzt der Einsatz neuer Immunsuppressiva konnten 
das Organ- und Patientenüberleben in den letzten Jahren deutlich verbessern (Hariharan S et 
al. 2000). Die Entwicklung neuer Immunsuppressiva konnte die Inzidenz akuter 
Transplantatabstossungen deutlich reduzieren (Takemoto SK et al. 2000). Ihr Einsatz ist 
jedoch mit einer Reihe von Nebenwirkungen verbunden, welche Morbidität und Mortalität 
transplantierter Patienten negativ beeinflussen. Neben einer erhöhten Inzidenz von 
Infektionen sowie malignen Erkrankungen sind es insbesondere kardiovaskuläre 
Nebenwirkungen, welche Morbidität und Mortalität von Transplantatempfängern erhöhen 
(Kasiske et al. 2000; Juffe et al. 2003). Ziel ist daher die Induktion spenderspezifischer 
Toleranz, d.h. ein Zustand des Empfängerimmunsystems, in welchem dieses das Transplantat 
nicht als „fremd“, sondern als „selbst“ erkennt und dadurch der Verzicht auf 
immunsupprimierende Medikamente ermöglicht wird. 
Bei der Transplantation von Organen zwischen genetisch nicht identischen Individuen einer 
Spezies (Allotransplantation) oder zwischen Individuen verschiedener Spezies 
(Xenotransplantation) laufen vielfältige immunologische Vorgänge ab, die zur Abstoßung des 
Spenderorgans führen. Hierbei ist das Unterscheiden zwischen „selbst“ und „nicht-selbst“ 
abhängig von spezifischen Zelloberflächenmolekülen, vor allem die auf dem kurzen Arm des 
Chromosoms 6 kodierten MHCs (engl.: major histocompatibility complex, MHC) (Dausset, 
1958). Die der Erkennung dann folgenden Abstoßungsreaktion ist ein Zusammenspiel der 
non-adaptiven (unspezifischen) und adaptiven (spezifischen) Immunantwort. Bereits während 
des initialen Transplantationstraumas werden die Zellen des non-adaptiven Immunsystems 
(natürliche Killerzellen und Makrophagen) aktiviert, welche ohne vorherige Erkennungs- und 
Aktivierungsphasen zur Zerstörung von Zielzellen führen können. Makrophagen setzen 
Zytokine (IL-1, IL-2, INF-γ, IL-12) frei, welche die non-adaptive Immunantwort weiter 
stimulieren. Zudem kann die adaptive Immunantwort über Präsentation aufgenommener 
Spenderantigene durch Makrophagen (Te Velde, 1994) und die Ausschüttung verschiedener 
Zytokine durch NK-Zellen aktiviert und verstärkt werden (Bolton et. al., 1989; Fändrich, 
1996).  
Die adaptive Immunantwort zeichnet sich durch eine spezifischen Erkennung der genannten 
MHC-Antigene durch T-Lymphozyten aus, und zwar direkt über Antigenrezeptoren von T-
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Lymphozyten oder indirekt durch Präsentation von empfängereigenen antigenpräsentierenden 
Zellen (APZ) (Müller-Ruchholz et al., 1984; Roitt et al., 1991, Harlan & Kirk, 1999). Ersteres 
findet bereits direkt nach Reperfusion des transplantierten Organes statt, wenn spendereigene 
Lymphoyzten aus dem transplantierten Organ in die sekundären lymphatischen Gewebe des 
Spenders wandern (Larsen et al., 1990), die indirekte Antigenerkennung durch T-
Lymphozyten über Präsentation durch antigenpräsentierende Zellen spielt dagegen bei der 
chronischen Transplantatabstossung eine wichtige Rolle (Auchincloss et al,. 1993). 
Aktivierte T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in den komplexen immunologischen 
Vorgängen der Transplantatabstoßung (Bolton et al., 1989; Bradley & Bolton, 1992). Sie 
stimulieren und aktivieren einerseits B-Lymphozyten, zytotoxische T-Lymphozyten, 
Makrophagen und natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und schütten andererseits ein 
bestimmtes je nach Art der T-Lymphozyten unterschiedliches Zytokinprofil aus. Man kennt 
mittlerweile zytotoxische (CD8+)-T-Zellen, (CD4+)-T-Helfer-Zellen und regulierende bzw. 
Suppressor-T-Lymphozyten, welche eine Subpopulation der (CD4+)-T-Zellen darstellt. Die 
T-Helferzellen können, unter anderem über Interleukin 2 (IL2), zytotoxische T-Lymphozyten 
sowie B-Zellen aktivieren. Sie werden in zwei Subtypen unterschieden, die sich durch 
unterschiedliche Rezeptorexpression auszeichnen und sich gegenseitig hemmen können 
(Mackay et al., 2000). Die Suppressor-T-Zellen tragen unter anderem Rezeptoren für IL2 
(Demirkiran et al., 2005), was auf eine negative Rückkopplung bei Stimulation durch T-
Helferzellen schließen lässt. Regulatorischen T-Zellen (Treg, CD4+CD25+) wird zunehmend 
eine entscheidende Rolle bei der Toleranzinduktion zugeschrieben (Sakaguchi, 2000). 
Die Aktivierung von B-Zellen führt über deren Stimulierung und Wandlung zu 
antikörperproduzierenden Plasmazellen zu einer humoralen spenderspezifischen 
Abstoßungsreaktion (Campbell & Halloran, 1996), welcher eine vergleichsweise geringe 
Rolle bei der primären Transplantatabstoßung unsensibilisierter Empfänger zugeschrieben 
wird (Carpenter & Abbas, 1976). Allerdings nehmen die humoralen Effektormechanismen 
Einfluss auf die zelluläre Immunantwort. An die Zelloberfläche gebundene Antikörper 
(spezifische IgG) erhöhen die Zytotoxizität von NK-Zellen, so dass diese allogene Zielzellen 
verstärkt lysieren (Abbas et. al., 1997). 
 
1.1. Immunsuppression 
Nach wie vor ist eine immunsuppressive Therapie die einzige Möglichkeit einer 
Transplantatabstoßung vorzubeugen. Die Hauptpfeiler der klinisch eingesetzten 
Immunsuppressiva bilden die seit 40 Jahren verwendeten Kortikosteroide sowie die seit den 
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80er Jahren verwendeten Calcineurininhibitoren. Von den Letzteren sindinsbesondere 
Ciclosporin A (CsA)- und das seit 1996 klinisch zugelassene Tacrolimus zu nennen. 
Desweiteren werden Proliferationshemmer wie z.B. Mycophenolat Mofetil, Azathioprin und 
Sirolimus sowie lymphozytäre Antikörper wie z.B. ATG (Anti-T-Lymphozyten-Globulin), 
OKT3 (monoklonaler T-Lymphozyten-Antikörper), anti-CD52-Antikörper (Campath 1H) und 
IL-2-Rezeptorantagonisten (anti-CD25-Antikörper) eingesetzt (Chatenoud, 1995; Patlolla et 
al., 2006; Pallardo et al., 2007; Calne, 2009). 
Tacrolimus (FK506) wurde 1983 in Japan erstmalig aus Strepomyces tsukubaensis isoliert. 
Randomisierte Einzel- (Meiser et al., 1998) und Multicenterstudien (Reichart et al., 1998; 
Taylor, 1999) belegten die Gleichwertigkeit zu CsA nach Herztransplantationen. Es zeichnet 
sich in klinischen Studien im Vergleich mit CsA durch weniger akute 
Transplantatabstoßungen aus und führte zu einem verbesserten Transplantat- und Empfänger-
Überleben (Fung et al., 1991; Demetris et al., 1992; Jain et al., 1991; Todo et al., 1991). 
FK506 hemmt spezifisch die zelluläre Immunantwort durch Komplexbildung mit Calcineurin, 
welches für Produktion und Freisetzung von Interleukin 2 in T-Lymphozyten notwendig ist. 
Die insgesamt in ihrer Schwere von Dosis und Dauer der Therapie abhängigen 
Nebenwirkungen dieser Immunsuppression beinhalten neben toxischen Effekten die Gefahr 
von opportunistischen Infektionen, die Induktion von Malignomen sowie Diabetes, Alopezie, 
Bluthochdruck, Hirsutismus, Gingivahyperplasie und Hyperlipidämie (Taylor, 1999), wobei 
vor allem die kardiovaskulären Nebenwirkungen die Morbidität und Letalität erhöhen (Boots 
et al., 2004). Dies ist bei Tacrolimus etwas weniger stark ausgeprägt als bei Ciclosporin A. 
Bei beiden ist eine vergleichbare Neuro- und Nephrotoxizität beschrieben, letztere trat nicht 
nur bei nierentransplantierten Patienten auf, sondern betraf auch zuvor renal gesunde 
Patienten nach Transplantation anderer Organe (Paul LC, 1999). 
 
1.2. Spenderspezifische Toleranz 
Spenderspezifische Toleranz bedeutet, das Ausbleiben einer Abstoßungsreaktion nach 
allogener Organtransplantation. 
1945 wurde von Owen et al. Transplantationstoleranz zwischen heterozygoten 
monoplazentaren Rinderzwillingen beschrieben. Der gemeinsame plazentare Blutkreislauf 
führte zur Akzeptanz von Allotransplantaten des jeweils anderen Tieres. Auch bei 
neugeborenen Tieren kann nach Injektion allogener Zellen spenderspezifische Toleranz 
induziert werden (Billingham et al., 1953). Aufgrund dieser und anderer Arbeiten wurde die 
Theorie der klonalen Selektion entwickelt (Burnet, 1962). Im Thymus als zentralem Organ 
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der Toleranzentstehung findet während der Differenzierung und Reifung der T-Zellen eine 
Auslese autoaggressiver Zellen durch positive und negative Selektion statt. Zunächst müssen 
die T-Zellen körpereigene Oberflächenantigene (MHC) erkennen können (positive Selektion), 
dann aber werden die Lymphozyten zerstört, deren Bindung an das selbst-MHC zu stark ist 
(negative Selektion, klonale Deletion). 
Es existieren aber auch periphere immunmodulatorische Mechanismen, die autoaggressive T-
Zellen inaktivieren (Delves, 2000).  
 
1.3. Ansätze zur Toleranzinduktion 
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten erfolgreich im Nagetiermodell spenderspezifische 
Toleranz induzieren bzw. das Organüberleben nach allogener Transplantation verlängern 
(Rossini, 1999; Chinen et al., 2010). Im Folgenden werden einige Beispiele genannt:  
Durch intrathymale Injektion von Alloantigenen nach vorangegangener Elimination 
alloreaktiver T-Zellen lässt sich Toleranz gegenüber weiteren Organen desselben Spenders 
induzieren. Dieses Verfahren wurde erstmals 1990 bei der Transplantation von Inselzellen 
erfolgreich eingesetzt (Posselt et al., 1990). Ein mögliches Problem bei der klinischen 
Umsetzung ist allerdings die Involution des Thymus im Alter. 
Die Applikation CD(4)(+)CD(25)(+) regulatorischer T-Zellen intraperitoneal und intravenös 
induzierte im Tierexperiment eine spenderspezifische Toleranz gegenüber allogenen 
Hauttransplantaten (Feng et al., 2004). Regulatorische T-Zellen sind eine Subgruppe der T-
Helferzellen, deren Präsenz mit Langzeitüberleben von Transplantaten einhergeht (Sakaguchi, 
2000) und deren Elimination zu protrahierter Abstoßung führt (Nishimura et al., 2004).  
Durch die orale Applikation von Allopeptiden der MHC-Klasse I und II ließ sich aufgrund 
negativer Regulationsmechanismen eine spenderspezifische Toleranz induzieren (Sayegh, 
1992). 
Durch spenderspezifische Bluttransfusionen konnte das Transplantatüberleben verlängert und 
chronische Abstoßungen verhindert werden (Soulillou et al., 1984; Subbotin et al., 1997). Das 
zugrunde liegende Wirkprinzip ist bislang jedoch unklar. 
Der Einsatz von monoklonalen Antikörpern gegen verschiedene Oberflächenmoleküle 
immunkompetenter Zellen führte zu Langzeitüberleben transplantierter Inselzellen und 
Herzen bei Nagetieren. Eingesetzt wurden Anti-CD4 (Alters et al., 1991; Shizuru et al., 
1987), Anti-CD45 (Auersvald et al., 1997), Anti-LFA (lymphocyte function antigen) und 
Anti-ICAM (intracellular adhesion molecule-1) (Isobe et al., 1992) sowie Anti-MHC-I 
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(Faustman & Coe, 1991) und Anti-MHC–II (Priestley et al., 1992; Smith et al., 1997), zudem 
Anti-CD52 (Campath 1H; Calne, 2009).  
Eine Hemmung der für die Aktivierung von T-Zellen notwendigen Co-Stimulation gewisser 
Rezeptoren (B7-1/2 durch CD28, CD40 durch CD154) durch entsprechende Antikörper 
(CTLA4-Ig und anti-CD154) führt ebenfalls zu deutlich verlängerten Überlebenszeiten von 
Transplantaten (Larsen et al., 1996; Harlan et al., 1999). 
Ein Konzept, welches die immunsuppressive Therapie nach klinischer Organtransplantation 
vollständig ersetzt, ist bislang noch nicht gefunden worden.  
 
1.4. Spontane Toleranz und WOFIE  
Allogene Lebertransplantate wurden in einigen MHC-disparenten Ratten- und 
Schweinekombinationen nicht abgestoßen, sondern spontan toleriert (Zimmermann et al., 
1989; Calne et al., 1969).  
Diese Toleranz war spenderspezifisch und schließt weitere Organe desselben Spenders ein, 
während Drittstammtransplantate akut abgestoßen werden (Calne, 1969; Kamada, 1981). 
Auch beim Menschen scheint die Leber eine geringere Empfindlichkeit gegenüber 
Antikörper-induzierten Abstoßungen aufzuweisen als andere Organe (Ramos et al., 1995). 
Für dieses Leberphänomen scheinen eine Reihe von Faktoren eine Rolle zu spielen, darunter 
von der transplantierten Leber produzierte lösliche MHC-Klasse I Moleküle 
(Sriwatanawongsa et al., 1995), die Induktion von Mikrochimerismus über transferierte 
Stammzellen (Taniguchi et al., 1996; Dahmen et al., 1994), lebereigene Suppressionsfaktoren 
(Kamada et al., 1995), die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Knoop et al., 1995) und 
Zytokinen -insbesondere Interleukin 2 und Interferon-g (Bishop et al., 1996)- sowie das 
Vorhandensein leberansässiger sogenannter „passenger leucocytes“ (Chiba et al., 1997; 
Lukomsa et al., 1997; Sun et al., 1996). 
Basierend auf diesem Leberphänomen stellte R. Calne 1996 seine WOFIE-Hypothese auf 
(WOFIE = Window of opportunity for immunological engagement; Calne, 1996). Er 
beobachtete, dass spontan tolerierte allogene Spenderlebern direkt nach der Transplantation 
histologisch und biochemisch gesicherte Phasen von abstoßungsähnlichen Reaktionen 
zeigten, von denen sie sich spontan erholten (Sriwantnawonsga et al., 1995). Er folgerte, dass 
für die Ausbildung von Toleranz eine Interaktion immunkompetenter Zellen von Spender und 
Empfänger unmittelbar nach Transplantation notwendig ist. Durch den üblichen Gebrauch 
hochpotenter immunsuppressiver Substanzen wird diese wichtige Interaktion jedoch 
verhindert. Dahingegen würde ein immunsuppressives Fenster (WOFIE), in der initialen 
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Phase nach Organtransplantation, die frühe Interaktion zwischen Zellen des Spenders und 
Empfängers erlauben. In einem MHC-inkompatiblen Schweinemodell konnte Calne zeigen, 
dass die Unterbrechung einer kurzzeitigen ciclosporinbasierten Immunsuppression zu einer 
langfristigen Toleranz transplantierter Nieren führte (Calne et al., 1994). Diesen 
immunologischen Zustand ohne den Bedarf einer dauerhaften Immunsuppression nannte er 
„operational tolerance“ (Beinahe-Toleranz), da zweizeitig transplantierte Haut desselben 
Spenders abgestoßen wurde und somit keine klassisch spenderspezifische Toleranz induziert 
wurde. 
Für den transplantierten Patienten bedeutet das WOFIE-Konzept die Möglichkeit einer 
niedrig dosierten dauerhafter Immunsuppression und somit eine deutliche Reduktion der mit 
den kardiovaskulären Nebenwirkungen assoziierten Komorbidität (Calne, 1999). Trotz erster 
erfolgreicher klinischer Anwendungen sind die zugrunde liegenden immunologischen 
Mechanismen bislang ungeklärt. Dies ist jedoch entscheidend für die sichere Etablierung des 
WOFIE-Konzeptes in der Klinik. Zudem ist bislang nicht geklärt, ob das WOFIE-Konzept 
auch unter Verwendung anderer Immunsuppressiva (z.B. Tacrolimus) Beinahe-Toleranz 
induziert oder ob es auf die Anwendung von Ciclosporin A beschränkt ist. 
Die nachfolgende tierexperimentelle Arbeit untersucht zum einen am Beispiel der allogenen 
Herztransplantation in der Ratte die Gültigkeit des WOFIE-Konzeptes für den 
Calcineurininhibitor Tacrolimus. Zum anderen sollten die der operationalen Toleranz 
zugrunde liegenden immunologischen Effektormechanismen näher charakterisiert werden. 
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2. Fragestellung 
 
Im Rattenmodell der allogenen Herztransplantation sollte die WOFIE (window of opportunity 
for immunological engagement)-Hypothese unter Verwendung des Immunsuppressivums FK-
506 (Tacrolimus) untersucht werden. Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen 
bearbeitet: 
 
1. Inwieweit beeinflusst eine initale 72-stündige Unterbrechung einer 5-tägigen 
Immunsuppression mit FK-506 das Überleben allogen transplantierter Herzen? 
 
2. Welchen Einfluss hat die zusätzliche Applikation von Spenderantigen (Vollblut oder 
unprozessierte Milzzellen) innerhalb des immunsuppressiven Fensters auf das 
Transplantatüberleben und ist der beobachtete Effekt spenderspezifisch? 
 
3.  Ist der Zeitpunkt der Spenderantigenapplikation innerhalb des immunsuppressiven 
Fensters von Bedeutung für die Organüberlebenszeit? 
 
4.  Welche histomorphologischen Veränderungen finden sich in den Spenderherzen zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation? 
 
5. Welcher zeitlichen Kinetik unterliegt die Infiltration allogener Herztransplantate durch 
immunkompetente Effektorzellen der adaptiven und non-adaptiven Immunantwort in 
Abhängigkeit vom gewählten immunsuppressiven Protokoll? 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Versuchstierstämme, Tierhaltung und experimentelle Gruppen 
Als Versuchstiere dienten männliche 12-16 Woche alte Ratten der Inzuchtstämme LEW 
(Lewis, [RT1.l]), DA (Dark Agouti, [RT1.avl]) und CAP [RT1.c] mit einem Gewicht 
zwischen 180 und 240g. Die Tiere stammten entweder aus der Weiterzucht der im Institut für 
Immunologie der Universität Kiel gehaltenen Inzuchtstämme oder es wurden entsprechende 
Tiere vom Zentralinstitut für Versuchstierzucht in Hannover erworben. Die Tierhaltung 
erfolgte unter Einhaltung eines 12-stündigen Hell-Dunkel-Rhythmus bei 22 (+/-2)°C 
Raumtemperatur und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 - 65 % in Makrolonkäfigen des 
Typs III. Sie erhielten Altromin® Pressfutter (Altromin GmbH, Lage) und Wasser ad libitum. 
Alle Untersuchungen erfolgten mit Genehmigung der Tierschutzkommission der Christian-
Albrechts-Universität zu Kiel (AZ: X330a-72241.121-7 (50-6/97), X252-72241.121-7 (11-
2/99). 
Die in der folgenden Tabelle 3-1 aufgelisteten Tiergruppen wurden untersucht. 
 
Tabelle 3-1 Experimentelle Gruppen 
Gruppe Spender Empfänger Immunsuppression Spenderantigen Anzahl 
I LEW LEW nein Nein 8 
II DA LEW nein Nein 8 
III DA LEW FK-506 T 0-4* Nein 18 
IV DA LEW FK-506 T 0-4 DA-Blut 6h p. Tx° 6 
V DA LEW FK-506 T 0, 4-7§ Nein 18 
VI DA LEW FK-506 T 0, 4-7 DA-Blut 6h p. Tx 18 
VII DA LEW FK-506 T 0, 4-7 DA-Blut 24h p. Tx 6 
VIII DA LEW FK-506 T 0, 4-7 CAP-Blut 6h p. Tx^  6 
IX DA LEW FK-506 T 0, 4-7 DA-MZ 6h p. Tx# 6 
X DA LEW FK-506 T 0, 4-7 DA-MZ 24h p. Tx 18 
*: kontinuierliche Applikation von 2 mg/kg KG FK-506, Tag 0-4 
§: Applikation von 2 mg/kg KG FK-506 Tag 0, Tag 4-7 (WOFIE) 
°: Applikation von 2 ml Spender (DA)- Blut 
^: Applikation von 2 ml Drittstamm (CAP)-Blut 
#: Applikation von 5x107 Spender (DA)-Milzzellen, gelöst in 2 ml 0,9 %-iger NaCl-Lösung  
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Die experimentellen Gruppen I und II dienten als syngene und allogene Kontrolle und 
erhielten keine weitere Therapie. LEW-Empfänger der allogenen Gruppen III und IV wurden 
kontinuierlich von Tag 0 bis 4 mit FK-506 in einer Dosierung von 2mg/kg 
Körpergewicht/Tag immunsupprimiert. Bei den Empfängertieren der Gruppen V bis X 
erfolgte die Immunsuppression mit FK-506 in gleicher Dosierung nach dem WOFIE-
Protokoll. Hier wurde nach initialer Applikation an Tag 0 die Immunsuppression für 72 
Stunden unterbrochen und anschließend von Tag 4 bis 7 fortgesetzt. In den Gruppen IV, VI 
und VII wurde den Empfängern 6 oder 24 Stunden nach Transplantation 2 ml Vollblut des 
Spenders intravenös appliziert, in der Gruppe VIII wurde nach 6 Stunden Drittstammblut von 
CAP-Ratten appliziert. Die intravenöse Gabe unprozessierter Spendermilzzellen (DA) 
erfolgte in den Empfängern der Gruppen IX und X. 
 
3.2 Immunsuppression und Spenderantigene 
Tacrolimus (FK-506) wurde in pulverisierter Form (Astellas, München) erworben und für den 
in vivo-Gebrauch in 250µl Ethanol (100%), 50µl Tween 80 (Polyoxethylensorbitan, Sigma, 
Deisenhofen) und 2200µl Kochsalzlösung gelöst und anschließend bei 4°C gelagert. Den 
Ratten wurde diese Lösung intramuskulär in einer Dosierung von 2mg/kg KG pro Tag 
entsprechend dem Versuchsprotokoll verabreicht. 
Die Spenderantigene wurden in Form von Vollblut oder Milzzellen appliziert. Vollblut wurde 
vom Spenderstamm in einer heparinisierten Spritze gewonnen und in einer Menge von 2ml 
unmittelbar nach der Entnahme dem Empfänger über die Schwanzvene verabreicht. Für die 
Gewinnung der Milzzellsuspension wurden die Milzen von DA-Spendern zunächst durch ein 
Sieb passiert. Nach Ermittlung der Zellzahl erfolgte die Lösung der Zellen in einer 
Konzentration von 5x107 in 2ml 0,9 %-iger NaCl-Lösung (isotonische Kochsalzlösung, steril 
und pyrogenfrei, Braun, Melsungen) und die anschließende Verabreichung über die 
Schwanzvene des Empfängers entsprechend den unter 3.1 beschriebenen Protokollen. 
 
3.3. Operationsverfahren 
Alle an den Tieren vorgenommenen Eingriffe erfolgten in Ätherinhalationsnarkose (Äther, 
Carl Benz und Sohn, Frankfurt/Main) unter aseptischen, nicht sterilen Bedingungen. Für die 
Transplantation wurde ein mikrochirurgisches Instrumentarium verwandt. Die Gefäß-
anastomosen wurde mit Hilfe eines Operationsmikroskops (Mentor III®, Fa. Codmann, 
Hamburg) fertiggestellt. 
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3.3.1 Technik der heterotopen Herztransplantation (HTx) 
Die heterotope HTx wurde modifiziert nach der von Ono und Lindsey beschriebenen 
Methode durchgeführt (Ono und Lindsey, 1986). 
Für die Transplantatentnahme wurde das Abdomen des Spenders median eröffnet. Es folgte 
nun die intravenöse Injektion von 0,1ml (250 IE) Heparin-Natrium (Liquemin®, Hoffmann-
La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) verdünnt in 0,5ml 0,9 %-iger NaCl-Lösung (Braun, 
Melsungen) in die vorher freigelegte Vena cava inferior. Anschließend wurden das 
Zwerchfell rippennah und die Rippen im Bereich der mittleren Axillarlinie durchtrennt. Nach 
Ligatur beider Venae cavae superiores und der Vena cava inferior mit 5.0 Seide (NC-Seide, 
Braun-Dexon, Melsungen) erfolgten die bogennahe Durchtrennung der Aorta ascendens und 
die herzferne Absetzung der Arteria pulmonalis. Die Vv. pulmonales wurden nun ebenfalls 
ligiert. Nach Durchtrennung der Venen distal der Ligaturen konnte das Organ aus dem Thorax 
entfernt werden. Das sich noch kontrahierende Herz wurde bis zum Einbau (Dauer der kalten 
lschämie im Mittel 5 (± 2) Minuten) bei 40C in 0,9 %-iger NaCI-Lösung aufbewahrt. 
Vor dem Einbau des Herztransplantates wurde das Abdomen des Empfängers rasiert und 
desinfiziert. Es erfolgte nun die Eröffnung des Abdomens mittels medianer Laparotomie. 
Aorta und Vena cava inferior wurden infrarenal freigelegt und über eine Segmentstrecke von 
10 - 15mm ausgeklemmt. Die Gefäßvorderwand wurde nun längs inzidiert und die 
Gefäßlumina vorsichtig mit 0.9%-iger NaCl-Lösung von Blutresten gereinigt. Es erfolgte nun 
die Anastomosierung von Spender- und Empfängeraorta End-zu-Seit mit einem nicht-
resorbierbaren monofilen Faden der Stärke 8-0 (Ethilon, Fa. Ethicon, Hamburg) in 
fortlaufender Nahttechnik. In analoger Weise wurde die Anastomose zwischen A. pulmonalis 
und Vena cava inferior fertig gestellt. Nach Öffnung der Gefäßklemmen setzte in der Regel 
nach 30 - 60 Sekunden die rhythmische Kontraktion der Vorhöfe, gefolgt von 
Kammeraktionen ein. Das Abdomen wurde nun zweireihig verschlossen. 
Die durchschnittliche Operationszeit betrug 35 (±10), die warme Ischämiezeit 15 (±5) 
Minuten. Alle Tiere, die innerhalb der ersten 48 Stunden verstarben, wurden in der 
Ergebniswertung nicht berücksichtigt.  
 
3.4. Klinische Verlaufskontrolle 
Bei allen Versuchstieren erfolgten täglich Dokumentation des Gewichtes und Beurteilung des 
äußeren Aspektes. Das Herztransplantat wurde ebenfalls täglich durch die Bauchdecke 
palpiert und bezüglich Größe, Konsistenz und Rhythmus überprüft. 
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3.5. Organentnahme und Gewebeaufbereitung 
Jeweils 4 Tiere pro Gruppe wurden elektiv an Tag 3, 7 und 14 nach Transplantation unter 
Ätherinhalationsnarkose getötet. Nach medianer Laparotomie erfolgten zunächst die 
makroskopische Beurteilung und Dokumentation von Spender- und Empfängerherz sowie 
von Milz, Leber, Thymus und Haut. Nach Entnahme der genannten Organe wurden aus jedem 
von diesem vier Gewebeblöcke entnommen, wobei jeweils zwei Blöcke zur 
Paraffineinbettung in 4%-igem Formalin fixiert und zwei Blöcke zwecks 
immunhistochemischer Aufarbeitung in Einbettmedium (Embedding®, Reichert-Jung, 
Nußloch) platziert und sofort in flüssigem Stickstoff tief gefroren wurden. Zur 
Kryokonservierung wurden die Gewebeblöcke in verschlossenen Röhrchen bei -800C 
gelagert. 
 
3.6. Histologie und Immunhistochemie 
3.6.1. Hämatoxylin-Eosin (H.E.)-Färbung 
Zur Beurteilung histomorphologischer Organveränderungen wurden nach Paraffineinbettung 
serielle Schnitte angefertigt, welche standardmäßig nach H.E. (Hämatoxylin-Eosin) gefärbt 
wurden. 
 
3.6.2. Immunhistochemie (APAAP-Methode) 
Von den Gewebeblöcken der zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation 
entnommenen Spenderherzen wurden serielle Kryostatschnitte von 4 (±1) µm Dicke 
angefertigt, auf einen Objektträger gebracht und dann nach zweistündiger Trocknung für 10 
Minuten in Aceton fixiert. Zur Identifikation der verschiedenen Zellpopulationen, welche im 
Verlauf das Transplantat infiltrieren, erfolgten immunhistochemische Färbungen nach der von 
Cordell et al. beschriebenen APAAP-Methode (alkalische Phosphatase-anti-alkalische 
Phosphatase) (Cordell et al., 1984). In der folgenden Tabelle 3-6-2 sind die spezifischen 
monoklonalen Antikörper (Ak) aufgeführt, welche zur Markierung charakteristischer 
Zelloberflächenantigene der adaptiven (T- und B- Lymphozyten) und der non-adaptiven 
Immunantwort (NK-Zellen und Makrophagen) eingesetzt wurden. 
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Tabelle 3-6-2 Verwendete monoklonale Antikörper (Immunhistochemie) 
monoklonale 
Antikörper 
Spezies/ Isotyp Verdünnung 
in 
Rattenserum 
Spezifität Herkunft 
KiM2R Maus-IgG1 1:2000 pan-Makrophagen Wacker H.H.* 
KiS3R Maus-IgG1 unverdünnt proliferierende 
Zellen 
Kreipe,H  · 
KiB1R Maus-IgG1 1:2000 B-Zellen Wacker H.H.* 
KiT1R Maus-IgG2a 1:1000 pan-T-Zellen Wacker H.H.* 
anti-NKR-
P1 
Maus-IgG1 1:1000 natürliche 
Killerzellen 
Chambers 
W.H.Ñ 
*:  Diese monoklonalen Antikörper wurden im Institut für Hämatopathologie des UK-SH, Campus Kiel von Prof. Dr. H.H. 
Wacker aus klonierten  Maushybridomazellinien gewonnen und spezifiziert (Wacker, 1994). Alle 3 mAk markieren 
Zelloberflächenantigene der entsprechenden Zellpopulation.  
·:  Der mAk KiSR3 wurde im Institut für Hämatopathologie des UK-SH, Campus Kiel von Dr. med. Kreipe aus klonierten 
Maushybridomazellinien gewonnen und spezifiziert (Kreipe et al., 1993).  Er markiert die Zellkerne proliferierender 
Zellen. 
Ñ:     W.H. Chambers Pittsburgh, PA (Chambers et al., 1989) 
  
Die Färbung erfolgte bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer und umfasste die 
folgenden Inkubationsschritte, zwischen welchen die Präparate jeweils dreimal in Tris-NaCl-
Pufferlösung (Zusammensetzung: 10mM Tris und 143mM NaCl/l in zweifach destilliertem 
H2O, pH-titriert auf 7,4 mit 1 N HCl (Sigma, Deisenhofen)) gewaschen wurden: 
1. Inkubation mit dem jeweiligen spezifischen primären Maus-anti-Ratte Antikörper für 30 
Minuten. 
2. Inkubation mit dem sekundären (Brücken-) IgG Kaninchen-anti-Maus Antikörper (P 259, 
Dianova, Hamburg) in der Verdünnung 1:25 (in Rattennormalserum) für 30 Minuten. 
3. Inkubation mit dem Tertiär- (APAAP-) Komplex für 30 Minuten. Dieser besteht aus 
einem Konjugat aus einem monoklonalem Antikörper gegen alkalische Phosphatase und 
dem aus Kalbsdarm gewonnenen Tertiärserum (Sigma, Deisenhofen), welches sich aus 
1,4g alkalischer Phosphatase und 200µl Aszites, 1:1000 in PBS (Phosphat-gepufferte, 
physiologische  Kochsalzlösung) verdünnt, zusammensetzt.  
Anschließend erfolgte die Färbung der markierten Zellen über 10 Minuten durch die 
Hydrolysierung des Naphtol AS-BI Phosphates in seine Phosphat- und Phenolkomponenten 
durch die alkalische Phosphatase des APAAP-Komplexes. Die Phenole wiederum koppeln 
mit farblosen Diazoniumsalzen (Chromogene) und bilden so unlösliche Azofarbstoffe 
(Boenisch, 1989). Die dazu verwendete Entwicklerlösung enthielt als Substrat 0,1% 
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(Gew./Vol.) Naphtol AS-BI Phosphat (Sigma, Deisenhofen) und 0,1% (Gew./Vol.) „Fast-
Red-Salz“ (Fast Red TR, Sigma, Deisenhofen) als Kopplungssalz, welche beide in 0,5ml 
N,N-Dimethylformamid, DMF, (Merck, Darmstadt) gelöst wurden. Das Kopplungssalz wurde 
zusätzlich in Propandiolpuffer verdünnt: 5,25g Propandiol-2-amino-3-methylpropan-1,3-diol, 
50ml 0,1 N HCL, aqua bidest. ad 1000ml, pH 9,4. Zur Hemmung der endogenen alkalischen 
Phosphatase wurde dem Inkubationsmedium 0,0025% (Gew./Vol.) Levamisol (Sigma, 
Deisenhofen) zugesetzt. Abschließend erfolgten für 3 Minuten die Gegenfärbung mit Mayer's 
Hämalaun-Lösung (Merck, Darmstadt) und nach Spülung der Schnitte unter Leitungswasser 
die Einbettung in Kaiser's Glycerin-Gelatine (Merck, Darmstadt). Bei den mitgeführten 
Negativkontrollen wurde anstelle des Primärantikörpers Pufferlösung eingesetzt. 
 
3.7. Quantitative Auswertung 
Die mikroskopische Untersuchung der Präparate erfolgte mit dem Lichtmikroskop der Firma 
Zeiss (Göttingen). Die histologischen Befunde wurden mittels einer an das Mikroskop der 
Firma Leitz (Wetzlar) angeschlossenen Digitalkamera Prog/Res/3008 (Fa. Kontron 
Elektronik) dokumentiert. 
Die histologische Quantifizierung erfolgte unter Verwendung eines Rasterokulars (0,25mm 
Kantenlänge, entspricht 0,0625mm2 Gesamtfläche) bei 400-facher Gesamtvergrößerung durch 
Zählung der spezifisch positiv gefärbten Zellen im fokussierten Gesichtsfeld. Markierte 
Zellen, die sich auf dem Rand des Rasters befanden, wurden als positiv gewertet. Nach 
Mittelung wurde die Zahl spezifisch gefärbter Zellen als Zellzahl/mm² angegeben. 
 
3.8. Statistik 
Für die statistische Auswertung wurde das Computerprogramm GraphPad-Prism, Version 
3.02 (GraphPad Software, San Diego, USA) verwandt. Die Transplantatüberlebenszeiten 
wurden nach Kaplan-Meier analysiert und mit dem generalisierten log-rank-Test nach 
Mantel-Cox verglichen. Die statistische Beurteilung der immunhistochemischen Ergebnisse 
beschränkte sich aufgrund der kleinen Fallzahlen auf eine deskriptive statistische Auswertung 
(M ± SD). 
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4. Ergebnisse  
 
4.1. Organüberlebenszeiten nach heterotoper Herztransplantation  
4.1.1. Organüberlebenszeiten nach syngener und allogener Herztransplantation ohne 
Immunsuppression  
In dem verwendeten Rattenmodell wurden allogene Herzen von DA-Spendern ohne weitere 
immunsuppressive Therapie des Empfängers im Mittel nach 6.5 ± 0,55 Tagen akut 
abgestoßen. Als Abstoßungszeitpunkt wurde das komplette Sistieren des palpierten 
Herzschlages definiert. Syngen transplantierte Tiere wurden elektiv nach 150 Tagen getötet 
(Abbildung 4.1). 
 
4.1.2. Organüberlebenszeiten allogener Herztransplantate unter Immunsuppression mit 
Tacrolimus (FK-506) (kontinuierliche Immunsuppression versus WOFIE-Protokoll) 
Die Organüberlebenszeiten transplantierter Herzen mit Tacrolimus immunsupprimierter 
Empfänger sind in Abbildung 4.1. graphisch dargestellt. Die einzelnen Werte sind der Tabelle 
8.1. des Anhangs zu entnehmen. 
 
Abbildung 4.1. Überleben allogener Herztransplantate in Abhängigkeit vom immunsup-
pressiven Protokoll (kontinuierliche Immunsuppression versus WOFIE) 
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Abb. 4.1. zeigt die nach Kaplan-Meier analysierten Organüberlebensraten allogener DA-Herztransplantate in  unbehandelten 
und mit FK-506 (2 mg FK(kg KGxTag) immunsupprimierten LEW-Empfängern (n=6/Gruppe). Die Abstoßung allogener 
DA-Herzen in nicht-immunsupprimierten LEW-Empfängern erfolgte nach 6.5 ± 0,55 Tagen. Eine kontinuierliche 
Immunsuppression mit FK-506 bis zum 4. postoperativen Tag verlängerte die Transplantatüberlebenszeit auf 17.33 ± 4.2 
Tage. Wurde die Immunsuppression initial für 72 Stunden unterbrochen (WOFIE), so verzögerte sich die 
Transplantatabstoßung vergleichsweise signifikant bis 31.67 ± 12.13 Tage nach Transplantation (p < 0.05 versus 
kontinuierlich immunsupprimierte Gruppe).  
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Wurden die Empfänger kontinuierlich von Tag 0 bis 4 mit FK-506 (2mg/kgKG/Tag) 
immunsupprimiert, verlängerte sich das Transplantatüberleben auf 17.33 ± 4.2 Tage. Eine 72-
stündige Unterbrechung der Immunsuppression nach initialer Gabe an Tag 0, entsprechend 
dem WOFIE-Protokoll, führte zu einer vergleichsweise signifikanten Verzögerung der 
Abstoßung allogener Transplantate bis im Mittel fast 32 Tage nach Transplantation (mittlere 
Organüberlebenszeit 31.67 ± 12.13 Tage in der WOFIE- versus 17.33 ± 4.2 Tage in der 
kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe, p < 0.05, signifikant im generalisierten log-rank-
Test nach Mantel-Cox). 
 
4.1.3. Beeinflussung des „WOFIE-Effektes“ durch eine Verstärkung der 
Transplantatimmunogenität mittels spenderspezifischer Vollbluttransfusion 
Zur Verstärkung der Transplantatimmunogenität erfolgte innerhalb des 72-stündigen 
immunsuppressiven Fensters die zusätzliche Applikation von Spenderantigen in Form von 
2ml Spender (DA)-Vollblut entweder zu einem frühen (6 Stunden) oder späteren (24 Stunden) 
Zeitpunkt nach Transplantation. Zur Überprüfung der Spenderspezifität dienten LEW-
Empfänger allogener DA-Herztransplantate, welche nach dem WOFIE-Protokoll behandelt 
wurden und 6 Stunden nach Transplantation Drittstamm (CAP)-Vollblut erhielten. Eine 
weitere Vergleichsgruppe (DA-Herztransplantat → LEW-Empfänger) wurde kontinuierlich 
mit Tacrolimus immunsupprimiert und erhielt nach 6 Stunden eine spenderspezifische DA-
Vollbluttransfusion. Die entsprechenden Organüberlebenszeiten allogener Herztransplantate 
sind in Abbildung 4.2 A + B graphisch dargestellt und der Anhangstabelle 8.1. zu entnehmen.  
Erfolgte die Gabe von spenderspezifischem Vollblut zu einem frühen Zeitpunkt innerhalb des 
immunsuppressiven Fensters, nämlich 6 Stunden nach allogener Herztransplantation, so 
wurde die Organüberlebenszeit transplantierter Herzen im Vergleich zur WOFIE-Gruppe, 
welche keine weitere spenderspezifische Antigenapplikation erhalten hatte, signifikant 
verlängert (Transplantatüberleben 44.83 ± 10.1 Tage in der WOFIE-Gruppe mit zusätzlicher 
spenderspezifischer Vollbluttransfusion 6 Stunden post transplantationem versus 31.67 ± 
12.13 Tage in der WOFIE-Gruppe ohne zusätzliche Spenderantigenapplikation, p<0,03, 
signifikant im generalisierten log-rank-Test nach Mantel-Cox). Eine spenderspezifische 
Vollbluttransfusion innerhalb des immunsuppressiven Fensters nach 24 Stunden hingegen 
beeinflusste das Transplantatüberleben nicht. Die Organüberlebenszeit allogener 
Herztransplantate betrug in dieser Gruppe 29.83 ± 14.27 Tage (p>0.05 versus nicht-
transfundierte WOFIE-Gruppe, nicht signifikant im generalisierten log-rank-Test nach 
Mantel-Cox). 
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Abbildung 4.2.  Beeinflussung des „WOFIE“-Effektes durch Verstärkung der 
Transplantatimmunogenität mittels Vollbluttransfusion 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0
20
40
60
80
100
syngene Kontrolle
FK-Pause, unbehandelt
FK-Pause, DA-Blut nach 6 Std.
FK-Pause, DA-Blut nach 24 Std.
A
                                                         postoperative Tage
O
rg
an
üb
er
le
be
ns
ze
it 
(%
)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0
20
40
60
80
100
syngene Kontrolle
FK-Pause, unbehandelt
FK o. Pause, DA-Blut nach 6 Std.
FK-Pause, CAP-Blut nach 6 Std.
B
FK o. Pause, unbehandelt
postoperative Tage
O
rg
an
üb
er
le
be
ns
ze
it 
(%
)
 
Abb. 4.2A zeigt die nach Kaplan-Meier analysierten und nach dem generalisierten log-rank-Test nach Mantel-Cox 
verglichenen Transplantatüberlebenszeiten nach dem WOFIE-Protokoll immunsupprimierten LEW-Empfänger allogener 
DA-Herztransplantate, welche innerhalb des immunsuppressiven Fensters eine zusätzliche spenderspezifische 
Vollbluttransfusion erhalten haben (n = 6). Während eine frühe (6 Stunden nach Transplantation) Applikation von DA-
Spenderblut innerhalb des immunsuppressiven Fensters zu einer signifikanten Verlängerung des Transplantatüberlebens 
führte, blieb dieser Effekt aus, wenn die Transfusion zu einem späteren Zeitpunkt (24 Stunden nach Transplantation) erfolgte. 
Dieser Effekt war spenderspezifisch und fand sich nicht, wenn die Transfusion mit Drittstamm (CAP)-Blut durchgeführt 
wurde (Abb.4.2B). Eine Verlängerung der Transplantüberlebenszeit nach früher spenderspezifischer Bluttransfusion blieb 
ebenfalls aus, wenn die Immunsuppression in der initialen Phase nach Transplantation nicht unterbrochen wurde (Abb. 
4.2B).  
 
Zudem konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass der beobachtete Effekt spenderspezifisch 
war, da eine frühe (6 Stunden nach Transplantation) Applikation von Drittstamm (CAP)-Blut 
bei LEW-Empfängern, deren Immunsuppression in der initialen Phase für 72 Stunden 
unterbrochen wurde, zu einer beschleunigten Transplantatabstoßung nach 13.8 ± 3.8 Tagen 
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führte (p<0.01 versus nicht-transfundierte WOFIE-Gruppe, signifikant im generalisierten log-
rank-Test nach Mantel-Cox). Der tolerogene Effekt einer frühen spenderspezifischen 
Bluttransfusion blieb aus, wenn die immunsuppressive Therapie in der initialen Phase nach 
Transplantation nicht unterbrochen wurde. Unter kontinuierlicher Immunsuppression konnte 
eine Applikation von DA-Vollblut das Transplantatüberleben nicht verlängern 
(Organüberlebenszeit allogener Herztransplantate 18.8 ± 2.8 Tage in der kontinuierlich 
immunsupprimierten Gruppe mit spenderspezifischer Bluttransfusion nach 6 Stunden versus 
17.33 ± 4.12 Tage in der nicht-transfundierten kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe, 
p>0.05, nicht signifikant im generalisierten log-rank-Test nach Mantel-Cox). 
 
4.1.4. Beeinflussung des „WOFIE-Effektes“ durch eine Verstärkung der 
Transplantatimmunogenität mittels Applikation spenderspezifischer Milzzellen 
Neben der Transfusion von Vollblut innerhalb des immunsuppressiven Fensters, wurde 
Spenderantigen mittels unprozessierten DA-Milzzellen (5x107 Zellen) zugeführt, welche dem 
LEW-Empfänger in entsprechender Weise entweder früh (6 Stunden) oder zu einem späteren 
(24 Stunden) Zeitpunkt nach allogenen Herztransplantation intravenös appliziert wurden 
(vergleiche Abbildung 4.3. und Anhangstabelle 8.1.). 
Entgegen dem beobachteten tolerogenen Effekt einer frühen spenderspezifischen 
Vollbluttransfusion bei nach dem WOFIE-Protokoll immunsupprimierten LEW-Empfängern 
konnte durch die frühe Gabe von DA-Milzzellen das Überleben allogenen Herzen nicht 
verlängert werden. Es fand sich hier im Vergleich zur nicht-behandelten WOFIE-Gruppe eine 
Verkürzung der Transplantatüberlebenszeit, welche jedoch kein Signifikanzniveau erreichte. 
Spenderherzen wurden nach Applikation von DA-Milzellen 6 Stunden nach Transplantation 
im Mittel nach 27.2 ± 4.7 Tagen abgestoßen (p>0.05 versus WOFIE-Gruppe ohne zusätzliche 
Spenderantigenapplikation, nicht signifikant im generalisierten log-rank-Test nach Mantel-
Cox). Erfolgte die intravenöse Applikation unprozessierter spenderspezifischer Milzzellen zu 
einem späteren (24 Stunden) Zeitpunkt nach Transplantation, fand sich sogar eine signifikant 
beschleunigte Transplantatabstoßung nach 14.67 ± 2.25 Tagen (p<0.01 versus WOFIE-
Gruppe ohne zusätzliche Spenderantigenapplikation, signifikant im generalisierten log-rank-
Test nach Mantel-Cox). 
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Abbildung 4.3.  Beeinflussung des „WOFIE“-Effektes durch Verstärkung der Transplantat-
immunogenität mittels Applikation spenderspezifischer Milzzellen 
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Abb. 4.3. zeigt die nach Kaplan-Meier analysierten und nach dem generalisierten log-rank-Test nach Mantel-Cox 
verglichenen Transplantatüberlebenszeiten nach dem WOFIE-Protokoll immunsupprimierten LEW-Empfänger allogener 
DA-Herztransplantate, welche innerhalb des immunsuppressiven Fensters zusätzlich unprozessierte DA-Milzzellen erhalten 
haben (n = 6). Entgegen dem beobachteten tolerogenen Effekt einer frühen spenderspezifischen Vollbluttransfusion konnte 
durch die Gabe von DA-Milzzellen 6 Stunden nach Transplantation das Überleben allogener Herzen nicht verlängert werden. 
Es fand sich hier im Vergleich zur nicht-behandelten WOFIE-Gruppe eine Verkürzung der Transplantatüberlebenszeit, 
welche jedoch kein Signifikanzniveau erreichte. Erfolgte die intravenöse Applikation unprozessierter spenderspezifischer 
Milzzellen zu einem späteren (24 Stunden) Zeitpunkt nach Transplantation, fand sich sogar eine signifikant beschleunigte 
Transplantatabstoßung nach 14.67 ± 2.25 Tagen.  
 
4.2. Pathomorphologie allogener Herztransplantate in Abhängigkeit vom 
immunsuppressiven Protokoll  
Drei, 7 und 14 Tage nach Transplantation wurden jeweils 4 Tiere/Gruppe elektiv getötet und 
die Herztransplantate der histologischen und immunhistochemischen Aufarbeitung zugeführt. 
Die makroskopische Begutachtung syngener Transplantate zeigte zu allen 
Untersuchungszeitpunkten ein morphologisch unauffälliges, regelrecht kontrahierendes 
Spenderherz, welches aufgrund der fehlenden Kreislauffunktion jedoch im Vergleich zum 
empfängereigenen Herz leicht größenreduziert erschien. Allogene Herztransplantate nicht 
immunsupprimierter LEW-Empfänger waren 3 Tage nach Transplantation makroskopisch 
unauffällig. Zum Zeitpunkt der Abstoßung, 7 Tage nach Transplantation, fanden sich 
ausgeprägte Adhäsionen mit dem Dünndarm des Empfängers. Spenderherzen dieser Gruppen 
waren deutlich vergrößert und verhärtet und zeigten keine Herzmuskelkontraktion. Unter 
kontinuierlicher Immunsuppression des Empfängers mit Tacrolimus bis zum vierten 
postoperativen Tag fanden sich 3 und 7 Tage nach Transplantation morphologisch 
unauffällige Transplantate mit regelmäßiger Kammeraktion. Nach 14 Tagen waren 3 von 4 
DA-Spenderherzen dieser Gruppe bereits vergrößert, zeigten Herzrhythmusstörungen und 
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wiesen partiell fibrotische Veränderungen auf. Bei einem Tier fand sich lediglich eine 
Vergrößerung und Verhärtung des Herzmuskels bei noch regelrechter Kammeraktion. Unter 
Anwendung des WOFIE-Protokolls mit Pausierung der immunsuppressiven Therapie nach 
initialer Gabe für 72 Stunden zeigte sich bis einschließlich 14 Tage post transplantationem bei 
allen Tieren ein intaktes, gut durchblutetes Transplantat ohne Störungen des Herzrhythmus. 
Lediglich ein Tier dieser Gruppe zeigte nach 14 Tagen eine Herzmuskelvergrößerung ohne 
Nachweis von Fibrosen. Der pathomorpholgische Transplantatbefund der WOFIE-Gruppe, 
welche nach 6 Stunden eine Transfusion mit spenderspezifischem Vollblut erhalten hatte, war 
zu allen Untersuchungszeitpunkten unauffällig. Nach Applikation unprozessierter 
spenderspezifischer Milzellen 24 Stunden nach Transplantation innerhalb des 
immunsuppressiven Fensters, fand sich bei 2 Tieren bereits nach 7 Tagen eine deutliche 
Vergrößerung des Spenderherzens mit partiellen Fibrosen. Nach 14 Tagen waren 3 von 4 
Spenderherzen bereits vollständig abgestoßen und fibrosiert. 
 
4.3. Histomorphologie allogener Herztransplantate in Abhängigkeit vom 
immunsuppressiven Protokoll 
Zur Erfassung histomorphologischer Veränderungen erfolgten H.E.-Färbungen der 
entnommenen Spenderherzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. In der Bildtafel 1 im 
Anhang sind die erhobenen Befunde für die kontinuierlich mit Tacrolimus 
immunsupprimierte Gruppe sowie die WOFIE-Gruppe, deren Immunsuppression initial für 72 
Stunden unterbrochen wurde fotographisch dargestellt (Anhang, Bildtafel 8.1.). 
In der syngenen Gruppe fanden sich ab dem 3. Tag nach Transplantation isoliert 
subendokardial Infiltrate mononukleärer Zellen. Dabei waren sowohl Myokard als auch der 
Perivasalraum zu jedem Untersuchungszeitpunkt unauffällig und intakt. Dahingegen zeigten 
allogene Spenderherzen nicht-immunsupprimierter Tiere bereits nach drei Tagen diffuse 
Zellinfiltrate im Myokard bei noch intakter Myokardstruktur. Subendokardial waren zu 
diesem Zeitpunkt bereits Nekrosen der kleinen Gefäße und disseminierte Areale mit 
Myozytolysen nachweisbar. Nach 7 Tagen war die Myokardstruktur zerstört und zu großen 
Teilen bereits bindegewebig umgebaut. Unter kontinuierlicher Immunsuppression mit 
Tacrolimus zeigte sich am 3. Tag nach Transplantation eine intakte Myokardstruktur. Erste 
Anzeichen einer akuten Abstoßungsreaktion manifestierten sich hier nach 7 Tagen. 
Mononukleäre Zellinfiltrate mit begleitenden Myozytolysen waren um die Gefäße 
konzentriert im gesamten Myokard nachweisbar und zeigten bis zum 14. Tag nach 
Transplantation eine deutliche Größenprogredienz. Zu diesem Zeitpunkt waren im Myokard 
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erste Gefäßnekrosen mit Erythrozytenextravasaten nachweisbar. Nach Einhaltung einer 
initialen immunsuppressiven Pause von 72 Stunden  hingegen waren bis zum 14. 
postoperativen Tag keine Anzeichen einer akuten Transplantatabstoßung sichtbar. Auffallend 
war in dieser Gruppe jedoch eine frühe, ab dem 3. Tag nach Transplantation konstant 
nachweisbare Infiltration mononukleärer Zellen, welche sich gleichmäßig zwischen intakten 
Myozyten verteilten. Erhielten LEW-Empfänger, welche nach dem WOFIE-Protokoll 
immunsupprimiert wurden, eine spenderspezifische Bluttransfusion 6 Stunden nach 
Transplantation, so fand sich zu allen definierten Untersuchungszeitpunkten ein der nicht-
transfundierten WOFIE-Gruppe vergleichbares histomorphologisches Bild allogener 
Spenderherzen. Dahingegen zeigte sich nach Applikation unprozessierter DA-
Spendermilzzellen 24 Stunden nach Transplantation auch histomorphologisch eine 
akzelerierte Transplantatabstoßung mit ausgedehnten Myozytolysen und Gefäßnekrosen am 
7. postoperativen Tag. Vierzehn Tage nach Transplantation war die Myokardstruktur in dieser 
Gruppe bereits in  Bereichen bindegewebig umgebaut.  
 
4.4. Infiltrationsmuster und –Frequenz immunkompetenter Zellen in transplantierten 
Herzen in  Abhängigkeit vom immunsuppressiven Protokoll (Immunhistochemie) 
Zur Untersuchung von Infiltrationsmuster und -frequenz immunkompetenter Effektorzellen 
der adaptiven (T- und B-Zellen) und non-adaptiven (Makrophagen und natürliche 
Killerzellen) Immunantwort in den nach 3, 7 und 14 Tage entnommenen Spenderherzen der 
verschiedenen Behandlungsgruppen erfolgten APAAP-Färbungen unter Verwendung der in 
Tabelle 3.2 aufgelisteten monoklonalen Antikörper. Von jeweils 4 Gewebeschnitten 
proGruppe wurden die Mittelwerte spezifisch markierter Zellen/mm2 mit dazugehöriger 
Standardabweichung ermittelt (vergleiche auch Anhangstabelle 8.2.). In den 
Anhangsbildtafeln 2-4 sind die wichtigsten immunhistochemischen Befunde fotographisch 
dokumentiert. 
 
4.4.1. Infiltrationsmuster und –Frequenz natürlicher Killerzellen 
Die Infiltration natürlicher Killerzellen im Myokard allogener Herztransplantate (APAAP-
Färbung mit dem monoklonalen Antikörper NKR-P1) während der ersten 14 Tage nach 
Transplantation ist in Abbildung 4.4. graphisch dargestellt (vergleiche auch Anhangstabelle 
8.2. und –Bildtafel 8.3.). Nach syngener Herztransplantation waren zu allen 
Untersuchungszeitpunkten nur vereinzelt natürliche Killerzellen im Spendermyokard zu 
finden (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 17.8 ± 6.2, 12.4 ± 4.1 und 14.2 ± 7.8 3, 7 und 14 
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Tage nach syngener Herztransplantation). Dahingegen zeigten allogene Spenderherzen nicht 
immunsupprimierter LEW-Empfänger nach 3 Tagen ausgedehnte Infiltrate dieser 
Zellpopulation (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 323.7 ± 30.4 Tag 3 nach allogener 
Herztransplantation). Zum Zeitpunkt der Transplantatabstoßung, 7 Tage nach 
Herztransplantation, wo histologisch bereits größere Anteile des Myokards bindegewebig 
umgebaut waren, war die Anzahl  infiltrierender natürlicher Killerzellen deutlich rückläufig 
(Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2  201.1 ± 52.1 Tag 7 nach allogener 
Herztransplantation). Unter kontinuierlicher 5-tägiger Immunsuppression mit Tacrolimus 
fanden sich nach 3 Tagen im Vergleich zur allogenen, nicht immunsupprimierten Gruppe 
deutlich weniger natürliche Killerzellen im Transplantat (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 
91.2 ± 17.4 unter kontinuierlicher Immunsuppression versus 323.7 ± 30.4  in der allogenen 
unbehandelten Gruppe 3 Tage nach Transplantation). Bis zum 14. postoperativen Tag nahm 
die Anzahl dieser Zellpopulation in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe in 
Korrelation mit den histologisch nachweisbaren Schädigungen im Myokard stetig zu (Anzahl 
natürlicher Killerzellen/mm2 169.6 ± 33.1 und 257.6 ± 27.8 in der kontinuierlich 
immunsupprimierten Gruppe 7 und 14 Tage nach Transplantation). 
 
Abbildung 4.4. Infiltration natürlicher Killer Zellen ins Myokard transplantierter Herzen 
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Abb. 4.4. zeigt die Frequenz infiltrierender natürlicher Killerzellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper 
NKR-P1) im Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Angegeben sind die Mittelwerte (± 
SD) positiv markierter Zellen/ mm2 von je 4 Tieren/ Gruppe. Unter kontinuierlicher Immunsuppression mit Tacrolimus 
fanden sich nach 3 Tagen im Vergleich zur unbehandelten allogenen  Gruppe deutlich weniger natürliche Killerzellen im 
Transplantat.  Bis zum 14. postoperativen Tag nahm die Anzahl dieser Zellpopulation in der kontinuierlich 
immunsupprimierten Gruppe in Korrelation mit den histologisch nachweisbaren Schädigungen im Myokard stetig zu. Wurde 
die Immunsuppression  initial unterbrochen, so waren im Vergleich zu kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe 3 Tage 
nach Transplantation deutlich weniger natürliche Killerzellen im Myokard der allogenen Transplantate nachweisbar. Sieben 
Tage und 14 Tage nach Transplantation war jeweils eine Zunahme infiltrierender NK-Zellen im Spendermyokard dieser 
Gruppe zu verzeichnen, diese lag aber zu beiden Untersuchungszeitpunkten deutlich unter der für die kontinuierlich 
immunsupprimierte Gruppe ermittelten Zellzahl. Eine zusätzliche Transfusion mit spenderspezifschem Vollblut 6 Stunden 
nach Transplantation  hatte im Vergleich zur nicht transfundierten WOFIE-Gruppe keinen Einfluss auf das 
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Infiltrationsverhalten natürlicher Killerzellen im Transplantat.  Interessanterweise beeinflusste auch die Gabe unprozessierter 
DA-Milzzellen innerhalb des immunsuppressiven Fensters die Infiltrationskinetik dieser Zellpopulation im Transplantat 
zunächst nicht. Erst nach 14 Tagen war hier im Vergleich zur nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe eine Zunahme 
infiltrierender Zellen zu verzeichnen.   
 
Wurde die Immunsuppression entsprechend dem WOFIE-Protokoll initial für 72 Stunden 
unterbrochen, so waren im Vergleich zu kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe 3 Tage 
nach Transplantation deutlich weniger natürliche Killerzellen im Myokard der allogenen 
Transplantate nachweisbar (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 40.0 ± 8.6 in der WOFIE-
Gruppe versus 91.2 ± 17.4 unter kontinuierlicher Immunsuppression 3 Tage nach 
Transplantation). Sieben Tage und 14 Tage nach Transplantation war zwar jeweils eine 
weitere Zunahme infiltrierender NK-Zellen im Spendermyokard dieser Gruppe zu 
verzeichnen (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 99.2 ± 28.3 und 137.6 ± 33.2 in der 
WOFIE-Gruppe 7 und 14 Tage nach Transplantation), diese lag aber zu beiden 
Untersuchungszeitpunkten deutlich unter der für die kontinuierlich immunsupprimierte 
Gruppe ermittelten Zellzahl. Eine zusätzliche Transfusion mit spenderspezifschem Vollblut 6 
Stunden nach Transplantation innerhalb des immunsuppressiven Fensters, welche klinisch zu 
einer signifikanten Verlängerung des Transplantatüberlebens führte, hatte im Vergleich zur 
nicht transfundierten WOFIE-Gruppe keinen Einfluss auf das Infiltrationsverhalten 
natürlicher Killerzellen im Transplantat (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 28.8 ± 4.2, 
121.6 ± 22.5 und 126.4 ± 27.3 in der WOFIE-Gruppe mit zusätzlicher DA-Bluttransfusion 
nach 6 Stunden Tag 3, 7 und 14 nach Transplantation). Interessanterweise beeinflusste auch 
die Gabe unprozessierter DA-Milzzellen innerhalb des immunsuppressiven Fensters, 24 
Stunden nach Transplantation, welche klinisch mit einer akzelerierte Transplantatabstoßung 
verbunden war, die Infiltrationskinetik dieser Zellpopulation im Transplantat zunächst nicht. 
Die für diese Gruppe ermittelten Zahlen 3 und 7 Tage nach Transplantation lagen bei 49.6 ± 
12.2 und 112.0 ± 31.2 natürliche Killerzellen/mm2 und unterschieden sich nicht von den für 
die unbehandelte Gruppe bestimmten Werten. Erst nach 14 Tagen war hier eine im Vergleich 
zur nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe deutliche Zunahme infiltrierender Zellen zu 
verzeichnen (Anzahl natürlicher Killerzellen/mm2 190.4 ± 34.1 in der mit DA-Milzzellen 
behandelten WOFIE-Gruppe 14 Tage nach Transplantation). 
 
4.4.2. Infiltrationsmuster und –Frequenz von Makrophagen 
Abbildung 4.5. zeigt die mittels APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper KiM2R 
ermittelten Zellzahlen infiltrierender Makrophagen und Monozyten 3, 7 und 14 Tage nach 
allogener Herztransplantation in den verschiedenen Behandlungsgruppen (vergleiche 
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Anhangstabelle 8.1. und Bildtafel 8.2.). Nach syngener Transplantation ließ sich zu allen 
Untersuchungszeitpunkten eine gleichbleibende Population gewebeständiger Makrophagen 
zwischen den Myozyten nachweisen (Anzahl KiM2R+ Zellen/mm2 161.8 ± 13.4, 157.3 ± 32.8 
und 163.4 ± 33.2 Tag 3, 7 und 14 nach syngener Herztransplantation). Dahingegen fanden 
sich in den allogenen Spenderherzen nicht-immunsupprimierter LEW-Empfänger 
entsprechend zum klinischen Abstoßungsprozess bereits nach 3 Tagen insbesondere perivasal 
größere Gruppierungen dieser Zellpopulation (Anzahl Makrophagen 480.0 ± 53.6 Tag 3 nach 
allogener Herztransplantation). Nach 7 Tagen war eine weitere Zunahme KiM2R+ Zellen zu 
verzeichnen und in den abgestoßenen Transplantaten zeigten sich ausgedehnte Zellinfiltrate 
(Anzahl KiM2R+ Zellen 655.6 ± 96.7 Tag 7 nach allogener Herztransplantation).  
 
Abbildung 4.5  Infiltration von Makrophagen in das Myokard transplantierter Herzen 
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Abb. 4.5. zeigt die Frequenz infiltrierender Makrophagen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper KiM2R) im 
Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Angegeben sind die Mittelwerte (± SD) positiv 
markierter Zellen/ mm2 von je 4 Tieren/ Gruppe. Unter kontinuierlicher immunsuppressiver Therapie konnte während des 
Beobachtungszeitraumes ein Anstieg der Makrophagenpopulation beobachtet werden, welcher jedoch deutlich niedriger war 
als in der allogenen Kontroll-Gruppe. Nach 14 Tagen zeigten sich hier ausgedehnte Infiltrate. Dahingegen war die Anzahl 
KiM2R+ Zellen in den Herztransplantaten der WOFIE-Gruppe im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe bis zum 7. Tag 
nach Transplantation nur diskret höher. Erst 14 Tage nach Transplantation war ein geringfügiger Anstieg infiltrierender 
Makrophagen in den Spenderorganen dieser Untersuchungsgruppe zu verzeichnen. Dabei waren KiM2R+ Zellen während des 
gesamten Untersuchungszeitraumes vornehmlich einzeln zwischen intakten Myozyten angeordnet. Die zusätzliche Gabe von 
Spenderblut innerhalb des immunsuppressiven Fensters beeinflusste bis zum 7. postoperativen Tag weder die Frequenz noch 
die Verteilung der Makrophagenpopulation. Der Anstieg KiM2R+ Zellen, welcher in der WOFIE-Gruppe ohne zusätzliche 
Spenderantigenapplikation nachzuweisen war, blieb hier jedoch aus. Entsprechend der klinisch beobachteten protrahierten 
Transplantatabstoßung nach Applikation von DA-Milzzellen fand sich hier bereits nach 3 Tagen eine verstärkte Infiltration 
von Makrophagen im Myokard des Spenderorgans.   
  
Auch unter kontinuierlicher immunsuppressiver Therapie konnte während des 
Beobachtungszeitraumes ein Anstieg der Makrophagenpopulation beobachtet werden, 
welcher jedoch erwartungsgemäß deutlich niedriger war als in der allogenen nicht-
immunsupprimierten Gruppe (Anzahl Makrophagen/mm2 307.2 ± 35.2 und 422.4 ± 59.1 in 
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der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe versus 480.0 ± 53.6 und 655.6 ± 96.7 in der 
allogenen nicht-immunsupprimierten Gruppe 3 und 7 Tage nach Transplantation). Dabei 
waren die Makrophagen am 3. postoperativen Tag vornehmlich zwischen den Myozyten zu 
finden und gruppierten sich nach 7 Tagen auch um die intramyokardialen Gefäße. Nach 14 
Tagen zeigten sich ausgedehnte Infiltrate der untersuchten Zellpopulation in zerstörten 
Arealen des Myokards (Anzahl Makrophagen/mm2 864.0 ± 101.4 Tag 14 in der kontinuierlich 
immunsupprimierten Gruppe). Dahingegen war die Anzahl von Makrophagen in den 
Herztransplantaten der WOFIE-Gruppe im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe bis zum 7. 
Tag nach Transplantation nur diskret höher (Anzahl Makrophagen/mm2 in der 196.8 ± 19.2 
und 206.4 ± 39.2 in der WOFIE-Gruppe versus 161.8 ± 13.4 und 157.3 ± 32.8 in der 
syngenen Kontrollgruppe 3 und 7 Tage nach Transplantation). Erst 14 Tage nach 
Transplantation war ein geringfügiger Anstieg infiltrierender Makrophagen in den 
Spenderorganen dieser Untersuchungsgruppe zu verzeichnen (Anzahl Makrophagen/mm2 
292.9 ± 44.2 in der WOFIE-Gruppe 14 Tage nach Transplantation). Dabei waren KiM2R+ 
Zellen während des gesamten Untersuchungszeitraumes vornehmlich einzeln zwischen 
intakten Myozyten angeordnet. Die zusätzliche Gabe von Spenderblut innerhalb des 
immunsuppressiven Fensters beeinflusste bis zum 7. postoperativen Tag weder die Frequenz 
noch die Verteilung der Makrophagenpopulation, welche dem Infiltrationsmuster der 
WOFIE-Gruppe entsprach (Anzahl Makrophagen/mm2 192.0 ± 14.1 und 200.0 ± 16.4 in der 
WOFIE-Gruppe mit DA-Bluttransfusion 3 und 7 Tage nach Transplantation). Der Anstieg 
KiM2R+ Zellen, welcher in der WOFIE-Gruppe ohne zusätzliche Spenderantigenapplikation 
innerhalb des immunsuppressiven Fensters nachzuweisen war, blieb nach spenderspezifischer 
Vollbluttransfusion jedoch aus (Anzahl Makrophagen/mm2 190.4 ± 21.8 in der WOFIE-
Gruppe mit DA-Bluttransfusion 14 Tage nach Transplantation). Entsprechend der klinisch 
beobachteten protrahierten Transplantatabstoßung nach Applikation von DA-Milzzellen 24 
Stunden nach Transplantation, fand sich hier im Vergleich zur nicht-transfundierten WOFIE-
Gruppe bereits nach 3 Tagen eine verstärkte Infiltration von Makrophagen im Myokard des 
Spenderorgans (Anzahl Makrophagen/mm2 294.4 ± 43.6 und 321.6 ± 29.8 in der WOFIE-
Gruppe mit Applikation von DA-Milzzellen 3 und 7 Tage nach Transplantation). Nach 14 
Tagen waren in dieser Gruppe bereits ausgedehnte Infiltrate nachweisbar (Anzahl 
Makrophagen/mm2 574.4 ± 103.7 in der WOFIE-Gruppe mit Applikation von DA-Milzzellen 
14 Tage nach Transplantation). 
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4.4.3. Infiltrationsmuster und –Frequenz von T-Lymphozyten 
Das Infiltrationsverhalten CD3+ T-Zellen im Myokard allogener Spenderherzen der 
verschiedenen Untersuchungsgruppen wurde in der APAAP-Färbung mit dem monoklonalen 
Antikörper KiT1R bestimmt (Abbildung 4.6.). Die 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation 
ermittelten Zellzahlen/mm2 sind der Tabelle 8.2. des Anhangs zu entnehmen. 
 
Abbildung 4.6. Infiltration von T-Lymphozyten ins Myokard transplantierter Herzen 
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Abb. 4.6 zeigt die Frequenz infiltrierender T-Zellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper KiT1R) im 
Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Angegeben sind die Mittelwerte (± SD) positiv 
markierter Zellen/ mm2 von je 4 Tieren/ Gruppe. Unabhängig vom immunsuppressiven Protokoll und einer zusätzlichen 
Spenderantigenapplikation waren KiT1R+ Zellen bis zum 7. Tag nach Transplantation nur vereinzelt nachweisbar. Vierzehn 
Tage nach Transplantation zeigte die kontinuierlich immunsupprimierte Gruppe einen deutlichen Anstieg infiltrierender T-
Zellen in myozytolytischen Bereichen des Transplantates. Auch in Transplantaten von LEW-Empfängern, die nach dem 
WOFIE-Protokoll immunsupprimiert wurden, ließen sich vermehrt T-Zellen im Perivasalraum nachweisen. Eine zusätzliche 
spenderspezifische Bluttransfusion hatte keinen Einfluss auf das Infiltrationsverhalten der pan-T-Zellpopulation, während 
nach Applikation spenderspezifischer Milzzellen zu diesem Zeitpunkt vergleichsweise mehr T-Zellen nachweisbar waren.  
  
Syngen transplantierte Tiere zeigten innerhalb der ersten 14 Tage nach Transplantation nur 
einzelne T-Lymphozyten im subendokardialen Bereich des Spenderorgans (Anzahl KiT1R+ 
Zellen/mm2 1.8 ± 3.1, 2.7 ± 0.8 und 4.1 ± 2.3 Tag 3, 7 und 14 nach syngener 
Herztransplantation). In der allogenen, unbehandelten Gruppe  hingegen waren nach 3 Tagen 
bereits deutlich vermehrt T-Lymphozyten im Myokard des Herztransplantates nachweisbar 
(Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 96.7 ± 46.3 in der allogenen Gruppe 3 Tage nach 
Transplantation). Zum Abstoßungszeitpunkt, Tag 7 nach Transplantation, fand sich ein 
weiterer Anstieg dieser Zellpopulation (Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 121.8 ± 23.3 Tag 7 nach 
allogener Herztransplantation). Unabhängig vom immunsuppressiven Protokoll und einer 
zusätzlichen Spenderantigenapplikation waren KiT1R+ Zellen bis zum 7. Tag nach 
Transplantation nur vereinzelt nachweisbar. Vierzehn Tage nach Transplantation zeigte die 
Gruppe, welche kontinuierlich mit Tacrolimus immunsupprimiert wurde, jedoch einen 
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deutlichen Anstieg infiltrierender T-Zellen in myozytolytischen Bereichen des Spenderorgans 
(Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 142.4 ± 29.2 in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe 
14 Tage nach Transplantation). Auch in Transplantaten von LEW-Empfängern, die nach dem 
WOFIE-Protokoll immunsupprimiert wurden, ließen sich vermehrt T-Zellen nachweisen, 
welche jedoch vornehmlich perivasal zu finden waren (Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 24.0 ± 
11.2 in der WOFIE-Gruppe 14 Tage nach Transplantation). Eine zusätzliche 
spenderspezifische Bluttransfusion 6 Stunden nach Transplantation hatte im Vergleich zur 
nicht transfundierten WOFIE-Gruppe keinen Einfluss auf das Infiltrationsverhalten der pan-
T-Zellpopulation (Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 20.8 ± 5.4 in der mit DA-Blut transfundierten 
WOFIE-Gruppe 14 Tage nach Transplantation). Dahingegen lag der Anteil infiltrierender T-
Zellen nach Applikation spenderspezifischer Milzzellen zu diesem Zeitpunkt höher als in der 
nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe (Anzahl KiT1R+ Zellen/mm2 42.6 ± 13.9 in der 
WOFIE-Gruppe mit Applikation spenderspezifischer Milzzellen 14 Tage nach 
Transplantation). 
 
4.4.4. Infiltrationsmuster und –Frequenz von B-Lymphozyten 
Der Nachweis infiltrierender B-Zellen im Myokard transplantierter Herzen nach 3, 7 und 14 
Tagen erfolgte mit dem monoklonalen Antikörper KiB1R (siehe Abbildung 4.7. und 
Anhangstabelle 8.1.). Während infiltrierende B-Zellen wie T-Zellen in syngenen 
Transplantaten zu allen Untersuchungszeitpunkten nur vereinzelt zu finden waren (Anzahl 
KiB1R+ Zellen/mm2 4.4 ± 3.1, 5.3 ± 0.3 und 3.3 ± 3.7 Tag 3, 7 und 14 nach syngener 
Transplantation), waren in allogenen Transplantaten nach 3 Tagen größere Infiltrate dieser 
Zellpopulation nachweisbar (Anzahl KiB1R+ Zellen/mm2 119.0 ± 10.5 Tag 3 nach allogener 
Transplantation), welche zum Abstoßungszeitpunkt leicht rückläufig waren (Anzahl KiB1R+ 
Zellen/mm2 82.1 ± 34.2 Tag 7 nach allogener Transplantation). Kontinuierlich 
immunsupprimierte Tiere zeigten in ihren Transplantaten ab dem 7. postoperativen Tag eine 
stetig zunehmende Anzahl KiB1R+ Zellen (Anzahl KiB1R+ Zellen/mm2 28.8 ± 5.4 und 107.2 
± 17.6 in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe 7 und 14 Tage nach 
Transplantation). Dahingegen waren B-Zellinfiltrate in allogenen Transplantaten von LEW-
Empfängern, deren Immunsuppression in der initialen Phase unterbrochen wurde, erstmals 14 
Tage nach Transplantation zu finden (Anzahl KiB1R+ Zellen/mm2 62.4 ± 18.4 in der WOFIE-
Gruppe 14 Tage nach Transplantation). 
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Abbildung 4.7. Infiltration von B-Lymphozyten ins Myokard transplantierter Herzen 
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Abb. 4.7. zeigt die Frequenz infiltrierender B-Zellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper KiB1R) im 
Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Angegeben sind die Mittelwerte (± SD) positiv 
markierter Zellen/ mm2 von je 4 Tieren/ Gruppe. Kontinuierlich immunsupprimierte Tiere zeigten in ihren Transplantaten ab 
dem 7. postoperativen Tag eine stetig zunehmende Anzahl KiB1R+ Zellen, während B-Zellinfiltrate in Spenderherzen der 
WOFIE-Gruppe erstmals 14 Tage nach Transplantation zu finden waren. Wurde innerhalb des immunsuppressiven Fensters 
eine spenderspezifische Vollbluttransfusion durchgeführt, so war die Anzahl infiltrierender B-Zellen im Vergleich zur nicht-
transfundierten WOFIE-Gruppe deutlich vermindert, wohingegen die zusätzliche Applikation unprozessierter 
Spendermilzzellen mit einer frühen und im Verlauf deutlich zunehmenden Infiltration KiB1R+ Zellen verbunden war.  
 
Wurde innerhalb des immunsuppressiven Fensters eine spenderspezifische 
Vollbluttransfusion durchgeführt, so war die Anzahl infiltrierender B-Zellen im Vergleich zur 
nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe deutlich vermindert (Anzahl KiB1R+ Zellen/mm2 33.6 
± 10.1 in der WOFIE-Gruppe mit zusätzlicher DA-Bluttransfusion 14 Tage nach 
Transplantation). Interessanterweise war die zusätzliche Applikation unprozessierter 
Spendermilzzellen mit einer frühen und im Verlauf deutlich zunehmenden Infiltration 
KiB1R+ Zellen verbunden (Anzahl KiB1R+ Zellen/mm2 41.6 ± 11.7, 54.4 ± 14.1 und 100.8 ± 
12.3 in der WOFIE-Gruppe mit zusätzlicher Applikation von DA-Milzzellen 3, 7 und 14 Tage 
nach Transplantation). 
 
4.4.5. Infiltrationsmuster und –Frequenz proliferierender Zellen 
Proliferierende Zellen wurden in den Spenderherzen aller Untersuchungsgruppen zu den 
festgelegten Zeitpunkten mit dem monoklonalen Antikörper KiS3R immunhistochemisch 
nachgewiesen (siehe auch Bildtafel 8.4. des Anhangs). Die ermittelten Zellzahlen sind in 
Abbildung 4.8. graphisch dargestellt und der Anhangstabelle 8.2. zu entnehmen. Infiltrierende 
proliferierende Zellen konnten in syngenen Transplantaten zu allen Untersuchungszeitpunkten 
28 
nur vereinzelt detektiert werden (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 39.1 ± 17.3,  21.3 ± 5.3 und 
19.2 ± 8.9 Tag 3, 7 und 14 nach syngener Transplantation). In den Transplantaten der 
allogenen Gruppe hingegen war nach 3 Tagen eine hohe Anzahl proliferierender Zellen in den 
Infiltraten nachweisbar (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 495.3 ± 87.2 Tag 3 nach allogener 
Transplantation). Sieben Tage nach Transplantation war der Anteil KiS3R+ Zellen in dieser 
Gruppe in Korrelation mit dem bindegewebigen Umbau des Spenderorgans erneut 
abnehmend (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 317.2 ± 75.6 Tag 7 nach allogener Transplantation). 
 
Abbildung 4.8. Infiltration proliferierender Zellen ins Myokard transplantierter Herzen 
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Abb. 4.8. zeigt die Frequenz infiltrierender proliferierender Zellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper 
KiS3R) im Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Angegeben sind die Mittelwerte (± SD) 
positiv markierter Zellen/ mm2 von je 4 Tieren/ Gruppe. In allen mit Tacrolimus immunsupprimierten Gruppen war der 
Anteil KiS3R+ Zellen unabhängig vom  Protokoll 3 Tage nach Transplantation im Vergleich zu syngenen Gruppe erhöht. 
Sieben Tage nach Transplantation war der Anteil proliferierender Zellen in den Transplantaten aller 3 nach dem WOFIE-
Protokoll behandelten Untersuchungsgruppen weiter ansteigend und lag deutlich über der Anzahl KiS3R+ Zellen in den 
Spenderorganen kontinuierlich immunsupprimierter Tiere.  Während sich proliferierende Zellen zu diesem 
Untersuchungszeitpunkt in der nicht-transfundierten WOFIE- wie auch in der mit spenderspezifischen Vollblut behandelten 
Gruppe zwischen intakten Myozyten fanden, waren KiS3R+ Zellen in den Transplantaten von LEW, Empfängern, die 
zusätzlich DA-Milzzellen erhalten hatten, gruppiert perivasal und im Myokard nachweisbar. Nach 14 Tagen hatte der Anteil 
proliferierender Zellen in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe sowie in der mit spenderspezifischen Milzzellen 
behandelten WOFIE-Gruppe deutlich zugenommen, während sich Infiltrationsmuster und –Frequenz KiS3R+ Zellen in der 
nicht-transfundierten  als auch der mit spenderspezifischem Vollblut behandelten WOFIE-Gruppe nicht veränderten.  
 
In allen mit Tacrolimus immunsupprimierten Gruppen war der Anteil infiltrierender 
proliferierender Zellen unabhängig vom immunsuppressiven Protokoll und einer zusätzlichen 
Spenderantigenapplikation 3 Tage nach Transplantation im Vergleich zu syngenen Gruppe 
erhöht und vornehmlich zwischen den Myozyten angeordnet. Dabei zeigten die unbehandelte 
und die mit DA-Blut transfundierte WOFIE-Gruppe eine höhere Anzahl KiS3R+ Zellen in 
ihren Transplantaten als Tiere die Spendermilzzellen erhalten hatte sowie Tiere, deren 
Immunsuppression nicht unterbrochen wurde (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 150.4 ± 27.4 in der 
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nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe und 142.4 ± 17.1 in der WOFIE Gruppe mit 
zusätzlicher DA-Bluttransfusion versus 104.0 ± 20.5 in der WOFIE-Gruppe mit zusätzlicher 
Applikation von DA-Milzzellen und 107.2 ± 23.1 in der kontinuierlich immunsupprimierten 
Gruppe 3 Tage nach Transplantation). Sieben Tage nach Transplantation war der Anteil 
proliferierender Zellen in den Transplantaten aller drei nach dem WOFIE-Protokoll 
behandelten Untersuchungsgruppen weiter ansteigend und lag deutlich über der ermittelten 
Anzahl KiS3R+ Zellen in den Spenderorganen der kontinuierlich mit Tacrolimus 
immunsupprimierten Gruppe (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 316.8 ± 55.2 in der nicht-
transfundierten WOFIE-Gruppe, 324.1 ± 23.9 in der zusätzlich mit DA-Blut transfundierten 
WOFIE-Gruppe und 396.8 ± 31.1 in der zusätzlich mit DA-Milzzellen behandelten WOFIE-
Gruppe versus 187.2 ± 43.1 in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe 7 Tage nach 
Transplantation). Während sich proliferierende Zellen zu diesem Untersuchungszeitpunkt in 
der nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe wie auch in der mit spenderspezifischen Vollblut 
behandelten Gruppe zwischen intakten Myozyten fanden, waren KiS3R+ Zellen in den 
Transplantaten von LEW-Empfängern, die zusätzlich DA-Milzzellen erhalten hatten, zu 
großen Anteilen in perivasalen Infiltraten sowie gruppiert im Myokard nachweisbar. Nach 14 
Tagen hatte der Anteil proliferierender Zellen in der kontinuierlich immunsupprimierten 
Gruppe sowie in der mit spenderspezifischen Milzzellen behandelten WOFIE-Gruppe 
deutlich zugenommen (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 748.8 ± 58.2 in der kontinuierlich 
immunsupprimierten Gruppe und 785.6 ± 111.4 in der WOFIE-Gruppe mit Applikation von 
DA-Milzzellen 14 Tage nach Transplantation). Dahingegen fanden sich Infiltrationsmuster 
und –frequenz KiS3R+ Zellen zu diesem Untersuchungszeitpunkt sowohl in der nicht-
transfundierten als auch der mit spenderspezifischem Vollblut behandelten WOFIE-Gruppe 
unverändert (Anzahl KiS3R+ Zellen/mm2 318.4 ± 41.7 in der nicht-transfundierten und 312.6 
±  35.6 in der mit Spenderblut behandelten WOFIE-Gruppe 14 Tage nach Transplantation). 
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5. Diskussion 
 
Durch die von R.Calne 1994 aufgestellte WOFIE-Hypothese wurde erstmals der Begriff der 
„operationalen“ oder „Beinah“ Toleranz geprägt, welcher im Gegensatz zur klassischen 
spenderspezifischen Toleranz eine Langzeitorganakzeptanz unter minimaler 
Immunsuppression bezeichnet (Calne et al., 2000; Calne et al., 2004). Die erste 
experimentelle und auch klinische Anwendung eines Protokolls, welches in der initialen 
Phase nach Organtransplantation die Immunsuppression für 48 Stunden pausiert, wurde unter 
Anwendung des Calcineurininhibitors Ciclosporin A durchgeführt (Calne et al., 1994). Die 
Auswahl des Immunsuppressivums erfolgte dabei vornehmlich aufgrund von historischen 
Gründen, da Calcineurininhibitoren neben Steroiden und Azathioprin bzw. 
Mycophenolatmofetil eine der 3 Säulen der Standardimmunsuppression in der klinischen 
Nierentransplantation darstellen (Ponticelli et al., 2000; European Multicentre Trial Group, 
1983; Matas et al., 1995). Die Frage nach der im Rahmen von Toleranzprotokollen, 
insbesondere des WOFIE-Protokolls, optimalen Immunsuppression ist bislang jedoch noch 
nicht geklärt, da genauere Kenntnisse bezüglich der für den tolerogenen Effekt 
verantwortlichen immunologischen Effektormechanismen fehlen. In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Gültigkeit der WOFIE-Hypothese am Beispiel der allogenen Herztransplantation 
im Rattenmodell für die immunsuppressive Substanz Tacrolimus untersucht. Tacrolimus oder 
FK506 gehört wie Ciclosporin A zu den Calcineurininhibitoren und führt über eine Bindung 
an das Immunophilin FKBP1A zu einer Inhibierung der calcineurinabhängigen Phosphatase 
und somit zu einer verminderten Produktion von Interleukin 2 (Brazelton et al., 1996). 
Dadurch unterbleibt die IL-2 abhängige T-Zellaktivierung (Morgan et al., 1976; Mule et al., 
1985). Die Unterbrechung einer 5-tägigen Immunsuppression mit Tacrolimus in der initialen 
Phase nach Organreperfusion führte in dem hier verwendeten Tiermodell im Vergleich zu 
einer kontinuierlich applizierten Gabe der Immunsuppression zu einer signifikanten 
Verlängerung der Überlebenszeit allogener Herztransplantate. Dabei erfolgte die Pausierung 
der Immunsuppression im Gegensatz zu dem von R. Calne beschriebenem Protokoll (Calne et 
al., 1994; Calne et al., 1999) nicht für 48 sondern für 72 Stunden. Untersuchungen zur 
Abstoßungskinetik nach allogener Herztransplantation zeigten, dass innerhalb der ersten 48 
Stunden nur Zellen des non-adaptiven Immunsystems wie NK-Zellen und Makrophagen 
aktiviert werden, während T- und B-Lymphozyten die Transplantate erst nach 3 Tagen 
infiltrieren (Dresske et al., 1997). Dementsprechend wurde der Zeitraum des 
immunsuppressiven Fensters in dem WOFIE-Protokoll der vorliegenden Arbeit erweitert, um 
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sowohl eine Aktivierung der adaptiven als auch der non-adaptiven Immunantwort sicher zu 
gewährleisten. Die Gültigkeit der von R. Calne aufgestellten WOFIE-Hypothese konnte somit 
in der vorliegenden Arbeit eindeutig auch für den Calcineurininhibitor Tacrolimus belegt 
werden. Bereits vor Einführung des Ciclosporin A in der klinischen Organtransplantation 
wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass Bluttransfusionen unter 
Dialysebehandlung das Überleben späterer Nierentransplantate günstig beeinflussen (Morris 
et al., 1968; Opelz et al., 1973). Auch wenn die präoperative Gabe von Blutprodukten unter 
modernen immunsuppressiven Regimen an Bedeutung verloren hat, ist der tolerogene 
Transfusionseffekt vor Nierentransplantation auch heute noch nachweisbar (Flye et al., 1995; 
Opelz et al., 1997). Dabei scheint das HLA-Matching zwischen Empfänger und Blutspender 
entscheidend. So zeigten die Gruppen von Lagaaiji et al. und van Twuyver et al., dass die 
Übereinstimmung von mindestens einen HLA-DR Antigen notwendig ist, um das Überleben  
zweitzeitiger Nierentransplantate zu verlängern (Lagaaij et al., 1989; van Twuyver et al., 
1991). Eine Verlängerung der Transplantatüberlebenszeit durch eine zusätzliche 
Bluttransfusion war in der vorliegenden tierexperimentellen Studie an folgende 
Vorraussetzungen gebunden: 1. die Gabe spenderspezifischen Vollblutes, 2. die 
Unterbrechung der Immunsuppression in der initialen Phase nach Organreperfusion (WOFIE-
Protokoll) und 3. eine frühe Applikation innerhalb von 6 Stunden nach Transplantation. Die 
Transfusion von Drittstammblut während der Pausierung der Immunsuppression führte zu 
einer protrahierten Abstoßung allogener Herztransplantate, die Applikation 
spenderspezifischen Vollblutes unter kontinuierlicher Immunsuppression zeigte keinen 
überlebensverlängernden Effekt. Die für den Transfusionseffekt verantwortlichen 
Zellpopulationen und immunfunktionellen Vorgänge sind bislang noch nicht im Detail 
geklärt. Verschiedene neuere Arbeiten sprechen jedoch für eine Induktion regulatorischer 
CD4+CD25+ T-Zellen durch eine spenderspezifische Bluttransfusion. So konnte die Gruppe 
von Bushell et al. zeigen, dass in einem Mausmodell durch multiple Bluttransfusionen 
alloreaktive CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen generiert werden (Bushell et al., 2003). 
Kitade et al. und Kataoka et al. demonstrierten in einem Toleranztransfermodell der allogenen 
Herztransplantation in der Ratte, dass die Generierung spenderspezifischer regulatorischer T-
Zellen sowohl eine spenderspezifische Bluttransfusion als auch eine das Vorhandensein eines 
Transplantates voraussetzt. So versagten transferierte Splenozyten von transfundierten nicht 
transplantierten Spendern als auch Splenozyten transplantierter nicht transfundierter Spender 
bei der Induktion regulatorischer T-Zellen (Kataoka et al., 2003; Kitade et al., 2005). Diese 
Aussage konnte von der Gruppe von Abe bestätigt werden (Abe et al., 2009). Durch die Gabe 
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einer Bluttransfusion in einem hochallogenen Rattenmodell erfolgte die Induktion CD4+ T-
Zellen, welche jedoch noch nicht den regulatorischen Marker Foxp3 exprimierten. Erst nach 
allogener Lebertransplantation gelang die Generierung Foxp3+ CD4+CD25+ regulatorischer T-
Zellen in der Milz, welche nach Transfer in einen zweiten Empfänger die Abstoßung 
allogener Lebertransplantate verhinderten und in vitro die alloreaktive Aktivierung naiver 
Empfänger T-Lymphozyten supprimierten. Spenderspezifische regulatorische T-Zellen waren 
nach Splenozytentransfer zunächst nach 5 Tagen in Milz und peripheren Lymphknoten, nach 
14-30 Tagen auch im Herztransplantat selbst nachweisbar (Kitade et al., 2005). In der 
vorliegenden tierexperimentellen Studie war der tolerogene Effekt einer spenderspezifischen 
Vollblutapplikation an eine frühe Gabe unmittelbar nach Transplantation sowie an eine 
Pausierung der Immunsuppression initial nach Transplantation (WOFIE) gebunden. Eine 
spätere Transfusion von DA-Blut, 24 Stunden nach Transplantation, konnte den tolerogenen 
WOFIE-Effekt nicht verstärken. Diese Ergebnisse bestätigen die bei der Untersuchung 
spontaner Toleranz gewonnene Erkenntnis, dass der Zeitpunkt der Alloantigenpräsentation 
früh nach Transplantation gewählt werden muss (Sriwatanawongsa et al., 1995). Die 
Aktivierung CD4+CD25+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen erfolgt im Wesentlichen über den 
indirekten Weg der Antigenpräsentation (Scully et al., 1994; Sánchez-Fueyo et al., 2007). 
Durch eine Inaktivierung des indirekten Weges der Antigenpräsentation bei MHC-Klasse II 
defizienten Mäusen wurde auch bei kostimulatorischer Blockade das Langzeitüberleben 
allogener Herztransplantate verhindert, selbst wenn dem Empfänger CD4+-T-Zellen nicht-
MHC-Klasse II defizienter Mäuse zugeführt wurden (Yamada et al., 2001). Neuere 
experimentelle Studien demonstrierten zudem, dass eine vorangegangene retrovirale 
Transduktion regulatorischer CD4+CD25+ T-Zellen mit TCR-Genen, welche ein spezifisches 
Erkennungspotential für MHC-Klasse II Antigene des Spenders aufwiesen, zu einer 
Ausbildung von Langzeitorganakzeptanz allogener muriner Herztransplantate führt (Tsang et 
al., 2008). Eine Induktion regulatorischer T-Zellen nach Transfer von Spender MHC-Klasse 
II-Genen ins Knochenmark von Mausempfängern allogener Herztransplantate mit 
konsekutiver Ausbildung spenderspezifischer Toleranz gelang der Arbeitsgruppe von 
LeGuern (LeGeuern et al., 2010). Eine Arbeit von Lee et al. untersuchte die der Rekrutierung 
regulatorischer T-Zellen zugrunde liegenden immunologischen Vorgänge in einem 
Toleranzmodell der Maus nach Herztransplantation und konnte in den Transplantaten neben 
einer deutlich erhöhten Expression von Foxp3 und CCR4 auch eine erhöhte Expression des 
Makrophagen-assoziierten CCR4-Liganden CCL22 nachweisen (Lee et al., 2005). In den 
immunhistochemischen Färbungen allogener Herztransplantate in der vorliegenden Arbeit 
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dominierten ebenfalls bereits initial nach Transplantation in der WOFIE-Gruppe mit und ohne 
zusätzliche Spenderbluttransfusion monozytäre KiM2R+ Zellen. Diese waren im Gegensatz 
zur kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe nicht perivasal, sondern gleichmäßig 
zwischen den Myozyten gruppiert und nicht mit einer Schädigung der Myokardstruktur 
assoziiert. Dahingegen zeigten Untersuchungen im selben Rattenmodell der allogenen 
Herztransplantation unter Anwendung des Immunsuppressivums Rapamycin, welches den 
WOFIE-Effekt vergleichsweise deutlich abschwächte, eine fast komplette Deletion der 
intramyokardialen Monozyten-Makrophagenpopulation (Dresske et al., 2004). Diese 
Ergebnisse legen nahe, dass dem Monozyten-Makrophagensystem als antigenpräsentierende 
Zellen eine entscheidende Rolle bei der Induktion operationaler Toleranz zukommt. Auch 
Gagne et al. demonstrierten die Bedeutung dendritischer Zellen bei der Induktion 
spenderspezifischer Toleranz (Gagne et al., 2001). So verhinderte die komplette Depletion 
dendritischer Zellen in Herztransplantaten die Ausbildung von Toleranz, die Gabe eines Anti-
Spender MHC-Klasse II Antikörpers verkürzte die Transplantatüberlebenszeit. Arbeiten der 
eigenen Gruppe konnten zudem zeigen, dass aus Monozyten generierte TAIZ („Transplantat-
Akzeptanz-Induzierende Zellen“) einen immunmodulatorischen Effekt besitzen und im 
Schweinemodell die Abstoßung allogener Lungentransplantate verhinderten (Warnecke et al., 
2008). Die Proliferationsaktivität mitogenstimulierter alloreaktiver T-Lymphozyten wurde 
durch Ko-Kultur mit TAIZ effektiv supprimiert (Riquelme et al., 2009). Neben der frühen 
Präsenz monozytärer Zellen in den allogenen Herztransplantaten nach dem WOFIE-Protokoll 
immunsupprimierter Empfänger zeigten immunhistochemische Untersuchungen allogener 
Herzen zudem eine auffallend starke und frühe Infiltration proliferierender Zellen. Dichte 
zelluläre Infiltrate im Transplantat konnten auch in anderen Toleranzprotokolle gezeigt 
werden (Koshiba et al., 2003; Torrealba et al., 2004; Li et al., 2008) und stützen die von R. 
Calne für die Induktion operationaler Toleranz geforderte aktive Auseinandersetzung von 
Spender- und Empfängerimmunsystem in der frühen Phase nach Transplantation (Calne et al., 
2004). Interessanterweise hob die Gabe unprozessierter Spender-Milzzellen innerhalb des 
immunsuppressiven Fensters den tolerogenen WOFIE-Effekt in dem vorliegenden Tiermodell 
auf und führte zu einer protrahierten Transplantatabstoßung. Immunhistochemische 
Untersuchungen der Herztransplantate zeigten dabei neben einer frühen Infiltration 
monozytärer KiM2R+ Zellen, welche im Vergleich zur nicht-transfundierten WOFIE-Gruppe 
nicht zwischen den Myozyten, sondern perivasal lokalisiert waren und mit einer Schädigung 
der Myokardstruktur einhergingen, insbesondere eine auffällige frühe B-Zellinfiltration. B-
Zellen können die Funktion regulatorischer T-Zellen blockieren und führen in einem Morbus 
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Crohn-Modell der Maus zu einer Exazerbation der TH1-vermittelten Darmentzündung (Olson 
et al., 2004). Die genauen immunologischen Mechanismen, welche in dem vorliegenden 
Modell der Applikation unbehandelter Spendermilzzellen zu einer protrahierten 
Transplantatabstoßung führten, können bislang nicht abschließend geklärt werden und 
beruhen wahrscheinlich auf der starken Präsenz antigenpräsentierender Zellen und einer 
dadurch getriggerten Aktivierung der Empfängeriummunantwort. Andere Arbeiten hierzu 
sind nicht direkt vergleichbar, da sie meist mit vorbehandelten (z.B. bestrahlten) oder 
selektierten (z.B. CD47+) Milzzellen durchgeführt wurden (Cheng et al., 2009, Wang et al., 
2010).  
Die Frage nach der optimalen Immunsuppression für das WOFIE-Protokoll bleibt offen. Der 
Zusatz von Calcineurininhibitoren, wie das in der vorliegenden Arbeit verwendete 
Tacrolimus, verhinderte in der gemischten Lymphozytenkultur die Induktion von Foxp3 
mRNA (Baan et al., 2006). Auch in vivo konnte entsprechend in der Maus demonstriert 
werden, dass die Behandlung mit Ciclosporin A nicht nur die Generierung regulatorischer T-
Zellen im Thymus beeinträchtigt, sondern ebenfalls zu einer deutlichen Verminderung dieser 
Zellpopulation in den peripheren Kompartimenten des Immunsystems führt (Coenen et al., 
2007). Eigene Arbeiten nach humaner Nierentransplantation zeigten jedoch eine Induktion 
regulatorischer Foxp3+CD4+CD25+ T-Zellen bei Anwendung des WOFIE-Protokolls und 
konnten diese Aussage nicht stützen (Dresske et al., 2006). Ein Anstieg regulatorischer T-
Zellen bei operational toleranten und klinisch stabilen Patienten wurde auch von anderen 
Gruppen unter Verwendung von Calcineurininhibitoren gezeigt (Salama et al., 2003; Li et al., 
2004; Pons et al., 2008). 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die von R. Calne aufgestellte WOFIE-
Hypothese unter Anwendung des Calcineurininhibitors Tacrolimus bestätigen. Der tolerogene 
Effekt ließ sich durch eine spenderspezifische Bluttransfusion verstärken, wenn diese zu 
einem frühen Zeitpunkt nach Transplantation appliziert wurde, während die Gabe 
spenderspezifischer Milzzellen den WOFIE-Effekt aufhob. Die frühe Präsenz proliferierender 
Zellen im Transplantat spricht für eine aktive Auseinandersetzung zwischen Spender und 
Empfänger. Die genauen immunologischen Effektormechanismen innerhalb des 
immunsuppressiven Fensters, insbesondere unter Berücksichtigung regulatorischer 
CD4+CD25+ T-Zellen und des Monozyten-Makrophagensystems, muss in zukünftigen 
experimentellen Studien geklärt werden. 
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6. Zusammenfassung 
Ausgehend von Beobachtungen nach spontaner Toleranz nach Lebertransplantation 
postulierte R. Calne in der WOFIE- („window of opportunity for immunological 
engagement“)-Hypothese, dass für die Ausbildung spenderspezifischer Toleranz eine 
Unterbrechung der Immunsuppression in der initialen Phase nach Organtransplantation 
notwendig sei, um eine Interaktion immunkompetenter Zellen zwischen Empfänger und 
Spender zu ermöglichen. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war zum einen die Überprüfung 
des der WOFIE-Hypothese am Beispiel der allogenen Herztransplantation in der Ratte unter 
Verwendung des Calcineurininhibitors Tacrolimus, zum anderen wurde der Einfluss einer 
zusätzlichen Gabe von Spenderantigen in Form von Vollblut bzw. Milzzellen auf den 
WOFIE-Effekt untersucht. Histologische und immunhistochemische Untersuchungen der 
Transplantate nach 3, 7 und 14 Tagen dienten der Klärung immunologischer 
Effektormechanismen bei der Induktion operationaler Toleranz. 
Die Unterbrechung einer 5-tägigen Immunsuppression mit Tacrolimus für 72 Stunden führte 
im Vergleich zu einer kontinuierlichen Gabe zu einer signifikanten Verlängerung der 
Organüberlebenszeit. Eine frühe spenderspezifische Bluttransfusion nach 6 Stunden konnte 
die Abstoßungsreaktion weiter verzögern, während eine Transfusion nach 24 Stunden das 
Transplantatüberleben nicht verlängerte. Dieser Effekt war nach Gabe von Drittstammblut 
und unter kontinuierlicher Immunsuppression nicht nachweisbar. Die Applikation von 
Spendermilzzellen hingegen hob den WOFIE-Effekt auf und führte zu einer protrahierten 
Abstoßung. Histomorphologisch zeigten sich in Transplantaten kontinuierlich 
immunsupprimierter Empfänger bereits nach 7 Tagen perivasal mononukleäre Infiltrate mit 
Myozytolysen, während in der WOFIE-Gruppe mit und ohne Bluttransfusion bis 14 Tage 
nach Transplantation keine Anzeichen von Gewebeschädigungen auftraten. Auffallend war in 
diesen Gruppen jedoch eine frühe Infiltration mononukleärer Zellen, welche sich gleichmäßig 
zwischen intakten Myozyten verteilten. Dahingegen fand sich nach Applikation 
unprozessierter DA-Spendermilzzellen histomorphologisch eine akzelerierte 
Transplantatabstoßung. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten unabhängig vom 
immunsuppressiven Protokoll ein ähnliches Infiltrationsverhalten von Effektorzellen der 
adaptiven Immunantwort (T- und B-Lymphozyten), welche bis zum 7 postoperativen Tag nur 
vereinzelt zu finden waren und 14 Tage nach Transplantation in Abhängigkeit detektierbarer 
Myokardschädigungen vermehrt die Transplantate infiltrierten. Auffallend war jedoch eine 
frühe und im Verlauf fortschreitende B-Zellinfiltration in der WOFIE-Gruppe, welche 
zusätzlich mit Spendermilzzellen behandelt wurde. Dahingegen fand sich in den 
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Behandlungsgruppen eine unterschiedliche Infiltrationskinetik und –frequenz 
immunkompetenter Effektorzellen der non-adaptiven Immunantwort. Transplantate der 
WOFIE-Gruppe zeigten mit und ohne Spenderblutapplikation während der ersten 14 Tage 
deutlich weniger infiltrierende NK-Zellen als unter kontinuierlicher Immunsuppression. 
Interessanterweise beeinflusste auch die Gabe von Spender-Milzzellen die Infiltrationskinetik 
dieser Zellpopulation zunächst nicht. Erst nach 14 Tagen waren hier im Vergleich zur nicht-
transfundierten WOFIE-Gruppe vermehrt NK-Zellen zu verzeichnen. Während unter 
kontinuierlicher Immunsuppression eine stete Zunahme infiltrierender Makrophagen zu 
beobachten war, war die Anzahl KiM2R+ Zellen in den Transplantaten der WOFIE-Gruppe 
mit und ohne zusätzliche Spenderblutapplikation im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe 
bis zum 7. Tag nur diskret erhöht. Makrophagen waren hier vornehmlich vereinzelt zwischen 
intakten Myozyten angeordnet. Während der Anteil KiM2R+ Zellen in der nicht-
transfundierten WOFIE-Gruppe nach 14 Tagen deutlich zunahm, zeigte sich nach 
spenderspezifischer Bluttransfusion eine gleichbleibende Infiltrationsfrequenz. Nach 
Applikation von DA-Milzzellen fand sich bereits nach 3 Tagen eine verstärkte 
Makrophageninfiltration. Auffallend war eine frühe Infiltration proliferierender KiS3R+ 
Zellen in allen 3 WOFIE-Gruppen, welcher nach 7 Tagen deutlich über der Anzahl in 
kontinuierlich immunsupprimierten Tiere lag. Während sich proliferierende Zellen zu diesem 
Untersuchungszeitpunkt in der nicht- sowie der bluttransfundierten WOFIE-Gruppe 
gleichmäßig zwischen intakten Myozyten anordneten, waren diese nach Applikation von 
Spender-Milzzellen wie auch unter kontinuierlicher Immunsuppression in größeren Gruppen 
perivasal zu finden. 
Die Befunde der vorliegenden experimentellen Arbeit konnten die Gültigkeit des WOFIE-
Konzeptes für die Anwendung des Calcineurininhibitors Tacrolimus belegen. Die 
Verstärkung des tolerogenen WOFIE-Effektes durch eine frühe spenderspezifische 
Bluttransfusion spricht für die von R. Calne postulierte Interaktion immunkompetenter 
Effektorzellen von Spender und Empfänger. Die nach Unterbrechung der Immunsuppression 
zu beobachtende Infiltration proliferierender Zellen in das Spendermyokard spricht eine 
Aktivierung regulatorischer immunologischer Prozesse. Vergleichende Studien mit 
Rapamycin sowie der Nachweis regulatorischer T-Zellen im Blut nach dem WOFIE-Protokoll 
behandelter nierentransplantierter Patienten unterstreichen zum einen die Bedeutung 
monozytärer Zellen, welchen eine zunehmende Rolle bei der Induktion spenderspezifischer 
Toleranz zugeschrieben wird. 
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8. Anhang  
 
Tabelle 8.1.  Überlebenszeiten transplantierter Spenderherzen in Abhängigkeit vom 
immunsuppressiven Protokoll  
Tiergruppe Organüberlebenszeiten  
(in Tagen) 
Organüberlebenszeit  
(in Tagen, Mittelwert ±SD) 
syngene Kontrolle (n=6) > 100 x 6* > 100 
allogene Kontrolle (n=6) 6, 6, 6, 7, 7, 7  6,5 ± 0,55  
FK o. Pause, unbehandelt  10, 16, 19, 22, 17, 20 17,33 ± 4,179  
FK o. Pause, DA-Blut nach 6 Std.  15, 17, 18, 19, 22, 22 18.8 ± 2.8  
FK-Pause, unbehandelt  14, 19, 35, 39, 43, 40 31,67 ±  12,127  
FK-Pause, DA-Blut nach 6 Std.  25, 45, 46, 50, 51, 52 44,83 ± 10,10   
FK-Pause, DA-Blut nach 24 Std.  11, 16, 26, 40, 41, 45 29,83 ± 14,275   
FK-Pause, CAP-Blut nach 6 Std.  7, 13, 13, 16, 17, 17 13,83 ± 3,82 
FK-Pause, DA-MZ nach 6 Std. 23, 24, 30, 31, 33, 22 27.2 ± 4.7  
FK-Pause, DA-MZ nach 24 Std.  13, 14, 15, 14, 19, 13 
 
 14,67 ± 2,251  
 
SD = Standardabweichung, MZ = Milzzellen 
* Tiere dieser Gruppe wurden nach 150 Tagen getötet  
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Tabelle 8.2.  Verteilung immunkompetenter Effektorzellen im Myokard transplantierter 
Herzen (Immunhistochemie)   
Gruppe/ 
Zeit p. Tx 
NKR-P1 
M ± SD 
KiM2R 
M ± SD 
KiT1R 
M ± SD 
KiB1R 
M ± SD 
KiS3R 
M ± SD 
Kontr. 
 
11.7 ± 5.5   58.7 ± 6.3 2.7 ± 2.7 1.1 ± 1.5 9.0 4.8 
3 Tage      
Syngen   17.8 ± 6.2 161.8 ± 13.4    1.8 ± 3.1     4.4 ± 3.1   39.1 ± 17.3 
Allogen 323.7 ± 30.4 480.0 ± 53.6 96.7 ± 46.3 119.0 ± 10.5 495.3 ± 87.2 
FK o. P   91.2 ± 17.4 307.2 ± 35.2     9.6 ± 2.3     5.3 ± 0.8 107.2 ± 23.1 
FK-Pause   40.0 ± 8.6  196.8 ± 19.2     5.3 ± 3.3     5.3 ± 1.7  150.4 ± 27.4 
FK-P, B   28.8 ± 4.2 192.0 ± 14.1     2.6 ± 2.1     2.8 ± 0.9  142.4 ± 17.1 
FK-P, MZ  
 
  49.6 ± 12.2 294.4 ± 43.6      2.6 ± 0.4   41.6 ± 11.7 104.0 ± 20.5 
7 Tage      
Syngen   12.4 ± 4.1   157.3 ± 32.8     2.7 ± 0.8     5.3 ± 0.3   21.3 ± 5.3 
Allogen 201.1 ± 52.1   655.6 ± 96.7 121.8 ± 23.3   82.1 ± 34.2 317.2 ± 75.6 
FK o. P 169.6 ± 33.1   422.4 ± 59.1    37.3 ± 8.7   28.8 ± 5.4 187.2 ± 43.1 
FK-Pause   99.2 ± 28.3   206.4 ± 31.2     8.0 ± 3.3     5.3 ± 1.1 316.8 ± 55.2 
FK-P, B 121.6 ± 22.5   200.0 ± 16.4     5.3 ± 0.9   10.6 ± 4.4 324.1 ± 23.9 
FK-P, MZ  
 
112.0 ± 31.2   321.6 ± 29.8     2.6 ± 1.8   54.4 ± 14.1 396.8 ± 31.1 
14 Tage      
Syngen   14.2 ± 7.8 163.4 ± 33.2     4.1 ± 2.3    3.3 ± 3.7  19.2 ± 8.9 
Allogen         n.e.         n.e.        n.e.        n.e.        n.e. 
FK o. P 257.6 ± 27.8 864.0 ± 101.4 142.4 ± 29.2 107.2 ± 17.6 748.8 ± 58.2 
FK-Pause 137.6 ± 33.2 292.9 ± 44.2   24.0 ± 11.2   62.4 ± 18.4 318.4 ± 41.7 
FK-P, B 126.4 ± 27.3 190.4 ± 21.8   20.8 ± 5.4   33.6 ± 10.1 312.6 ± 35.6 
FK-P, MZ 190.4 ± 34.1 574.4 ± 103.7   42.6 ± 13.9 100.8 ± 12.3 785.6 ± 111.4 
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Bildtafel 8.1. Histomorphologische Veränderungen allogen transplantierter Herzen mit und 
ohne Anwendung eines immunsuppressiven Fensters („WOFIE“)  
 
FK-506, ohne Pause                                FK-506, Pause („WOFIE“) 
3 Tage nach Transplantation                                                  3 Tage nach Transplantation 
7 Tage nach Transplantation                                                  7 Tage nach Transplantation 
14 Tage nach Transplantation                                             14 Tage nach Transplantation 
 
Bildtafel 8.1. zeigt H.E.-Färbungen allogener Herztransplantate immunsupprimierter Empfänger mit und ohne Anwendung 
eines 72-stündigen immunsuppressiven Fensters (Vergrößerung x 400). Unter kontinuierlicher Immunsuppression und nach 
initialer immunsuppressiver Pause zeigte sich am 3. Tag nach Transplantation eine intakte Myokardstruktur. Erste Anzeichen 
einer akuten Abstossungsreaktion zeigten sich in der kontinuierlich immunsupprimierten Gruppe bereits nach 7 Tagen in 
Form von v.a. perivasalen mononukleären Zellinfiltraten mit begleitenden Myozytolysen im gesamten Myokard und nahmen 
bis zum 14. Tag nach Transplantation deutlich zu. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich im Myokard erste Gefässnekrosen. Nach 
immunsuppressiver Pause hingegen waren bis zum 14. postoperativen Tag keine Anzeichen einer akuten 
Transplantatabstossung sichtbar, obwohl hier auch nach drei Tagen gleichmäßig zwischen intakten Myozyten angeordnete 
mononukleäre Zellen nachweisbar waren.  
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Bildtafel 8.2.  Infiltrationsfrequenz und Verteilung  von Makrophagen im Myokard   
transplantierter Herzen unter Anwendung von FK506  mit und ohne initiale 
Unterbrechung der Immunsuppression 
FK ohne Pause                                      FK Pause („WOFIE“) 
                       
3 Tage nach Transplantation                                 3 Tage nach Transplantation 
                             
7 Tage nach Transplantation                                     7 Tage nach Transplantation 
                              
14 Tage nach Transplantation                                   14 Tage nach Transplantation 
Bildtafel 8.2. zeigt das Infiltrationsverhalten von Makrophagen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper 
KiM2R, Vergrößerung x 400) im Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. Unter 
kontinuierlicher immunsuppressiver Therapie konnte während des Beobachtungszeitraumes ein Anstieg der 
Makrophagenpopulation beobachtet werden bis hin zu ausgedehnten Infiltraten nach 14 Tagen. Die Anzahl KiM2R+ Zellen 
in den Herztransplantaten der WOFIE-Gruppe war dagegen deutlich geringer und stieg erst an Tag 14 leicht an bei weiterhin 
intakter Myokardstruktur. 
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Bildtafel 8.3. Infiltrationintensität und Verteilung  von natürlichen Killerzellen im Myokard   
transplantierter Herzen unter Anwendung von FK506  mit und ohne initiale Unterbrechung 
der Immunsuppression 
FK ohne Pause                                               FK Pause („WOFIE“) 
                
3 Tage nach Transplantation                                    3 Tage nach Transplantation 
                  
7 Tage nach Transplantation                                      7 Tage nach Transplantation 
                   
14 Tage nach Transplantation                                   14 Tage nach Transplantation 
Bildtafel 8.3. zeigt das Infiltrationsverhalten von natürlichen Killerzellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen 
Antikörper NKR-P1, Vergrößerung x 400) im Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. 
Unter kontinuierlicher Immunsuppression fanden sich zu allen Zeitpunkten deutlich mehr natürliche Killerzellen im 
Transplantat als in der WOFIE-Gruppe. Bis zum 14. postoperativen Tag nahm deren Anzahl in beiden Gruppen 
kontinuierlich zu, wobei diese Zunahme unter kontinuierlicher Immunsuppression mit den histologisch nachweisbaren 
Schädigungen im Myokard korellierte, während das Myokard in der WOFIE-Gruppe intakt erscheint.  
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Bildtafel 8.4. Infiltrationintensität und Verteilung  von proliferierender Zellen im Myokard   
transplantierter Herzen unter Anwendung von FK506  mit und ohne initiale Unterbrechung 
der Immunsuppression 
FK ohne Pause                                               FK Pause („WOFIE“) 
                 
3 Tage nach Transplantation                                  3 Tage nach Transplantation 
                   
7 Tage nach Transplantation                                   7 Tage nach Transplantation 
                    
14 Tage nach Transplantation                                14 Tage nach Transplantation 
Bildtafel 8.4. zeigt das Infiltrationsverhalten proliferierender Zellen (APAAP-Färbung mit dem monoklonalen Antikörper 
KiS3R, Vergrößerung x 400) im Myokard transplantierter Herzen 3, 7 und 14 Tage nach Transplantation. In der WOFIE-
Gruppe ist die Infiltration des intakten Myokards durch KiS3R+ Zellen höher als in den Herzen kontinuierlich 
immunsupprimierter Tiere. An Tag 14 sieht man bei letzteren eine massive Zunahme KiS3R+ Zellen mit eihergehender 
Zerstörung des Myokards, während in der WOFIE-Gruppe deren Anzahl konstant bleibt bei weiter intakt erscheinendem 
Myokard.  
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